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( ... ) A pesar de mi escept1Cismo me ha quedado algo de 
superstici6n. Por ejemplo esta extrana convicci6n de que 
todas las historias que en Ia vida ocu rren tienen adem as u n 
sentido, significan algo. Que Ia vida, con su propia historia 
dice algo sobre si misma, que nos devela gradualmente 
alguno de sus secretos, que esta ante nosotros como un 
acertijo que es necesario resolver. Que las historias que en 
nuestra vida vivimos son Ia mitologia de esa vida, y que en 
esa m itologia est a Ia clave de Ia verdad y del secreto. L Que 
es una ficci6n7 Es posible, es incluso probable, pero no soy 
capaz de librarme de esta necesidad de descifrar 
permanentemente mi propia vida.". 
Milan Kundera 
Rep. Checa, 1929 






Las células son dispositivos de procesamiento de información, que integran millones de 
señales extracelulares e intracelulares para producir una respuesta celular óptima dentro 
de un organismo. Muchas enfermedades, por ejemplo el cáncer, pueden ser entendidas 
como alteraciones patológicas en las redes de señalización. Por lo que el estudio de los 
mecanismos de procesamiento de señales constituye uno de los problemas más 
complejos y al mismo tiempo más significativos en las investigaciones biológicas. Los 
eventos de señalización  incluyen intrincadas redes de señalización, que encierran 
“loops” de retroalimentación, señalización cruzada con otras redes y la integración del 
estado interno de la célula, todos estos, regulados espacial y temporalmente. 
 
El sistema de señalización de los IGFs es una compleja red regulatoria que tiene 
funciones en todo el organismo, a nivel celular y subcelular. El sistema IGF está 
relacionado con el desarrollo del organismo y mantenimiento de la función celular 
normal. Además, ha sido relacionado en diversas condiciones patológicas con un papel 
particularmente importante en cáncer. Las similaridades estructurales entre el receptor 
de IGF y el receptor de insulina, permiten la formación de receptores híbridos, en donde 
una cadena IGF-1R αβ está conectada a una cadena InsR-A o InsR-B. Cuando se 
coexpresan los receptores de IGF y de insulina en la misma célula, estos receptores 
híbridos pueden formarse aleatoriamente y representan el tipo de receptor más 
abundante. Sin embargo, se conoce muy poco sobre su importancia en la transducción 
de señales y de los efectos biológicos que pueden estar modulando; este trabajo aborda 
el problema del estudio de la señalización del sistema IGF desde una perspectiva 
integradora que refleja el entorno biológico en el que se encuentra; haciendo uso tanto 
de técnicas clásicas de análisis, como técnicas de vanguardia se buscó entender los 
mecanismos que subyacen en el procesamiento de señales que desencadena en un efecto 
biológico.  
 
Las células de trofoblasto hacen parte de la placenta y son las encargadas de invadir el 
endometrio materno durante el proceso de implantación del blastocisto, además, evaden 
los efectores de la respuesta inmune materna, siendo de vital importancia para el 
desarrollo fetoplacental. La invasión del trofoblasto a la matriz extracelular del útero es 
un ejemplo de invasión altamente controlada. Este proceso comparte muchas 
características con tumores metastásicos, sin embargo se encuentra regulado espacial y 
temporalmente. A partir de la línea de trofoblasto HTR8, se obtuvieron dos líneas 
celulares establemente silenciadas en los receptores IGF-1R e IGF-2R/M6P con las que 
se realizaron ensayos de proliferación, migración, invasión, expresión de Mmp-9 y 
cAMP, paralelamente se efectuó un estudio proteómico de las proteínas activadas por 
IGF-2  en los modelos normal y silenciados con miras a obtener una visión integral de 
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los fenómenos biológicos inducidos en la célula luego de la estimulación con IGFs. 
 
Los resultaron mostraron que los ligandos IGF son mediadores importantes de los 
fenómenos malignos compartidos entre las células de trofoblasto y las células 
cancerosas, tales como proliferación, migración e invasión. Estos efectos son mediados 
por los receptores híbridos InsR/IGF-1R y en ellos participan decenas de proteínas que 
fueron identificadas por medio de espectrometría de masas. Se estudiaron proteínas 
activadas por IGF-2 y se construyeron, a partir de ellas, redes de interacción 
proteína-proteína relacionadas con los principales efectos mediados por este ligando en 
células trofoblásticas. Empleando electroforesis en dos dimensiones y el modelo celular 
silenciado para el receptor IGF-1R, se evaluó su papel al analizar los cambios inducidos 
por su depleción en los mapas activación de proteínas.  
 
Finalmente, se empleo la línea celular silenciada establemente en el receptor 
IGF-2/M6P para estudiar su papel en los efectos bilógicos mediados por los IGFs y en 
las redes de señalización. Se encontró que la presencia del receptor tipo 2 es clave en la 
migración, invasión y expresión de Mmp-9. Adicionalmente se obtuvo evidencia de que 
este receptor puede activar receptores acoplados a proteína G, probablemente con 
intermediación de la S1P.    
 
Este trabajo es el primer estudio que aborda el problema de la señalización del sistema 
IGF desde una visión que enmarca las proteínas dentro de complejas redes de 
señalización. Empleando técnicas de análisis de fosfoproteómica en conjunto con 
ensayos de actividad biológica, se  presenta evidencia sólida de la estrecha relación 
entre los tres receptores del sistema IGF en la regulación de los efectos biológicos 
mediados por los ligandos IGF-1 e IGF-2. Además, muestra el papel central del receptor 
IGF-2/M6P en la transducción de señales del sistema IGF y como su ausencia genera 
cambios notorios en el fosfoproteoma que se ven reflejados en los fenómenos 
biológicos más importantes en cáncer, migración e invasión. Estos resultados amplían el 
conocimiento de la señalización mediada por los IGFs, destacan la importancia del 
receptor IGF-2/M6P como un mediador clave en los fenómenos de transducción de 
señales; representan el primer estudio a gran escala de las redes de señalización 
activadas por los IGFs y su relación con fenómenos biológicos importantes para el 
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La enfermedad trofoblastica gestacional (ETG) comprende un espectro de tumores 
interrelacionados surgiendo de un desarrollo anormal del tejido trofoblastico . Esta 
enfermedad varia de relativamente benign a como Ia mola hidatidiforme ( completa y parcial) 
hasta maligna como Ia mola invasiva y el coriocarcinoma . La incidencia de Ia enfermedad en 
Colombia es de 1 en 300 partos, superior al promedio mundial (1 en 1000) y alrededor del 
10 al 20% de las pacientes con mola desarrollan coriocarcinoma, un cancer que progresa 
muy rapidamente con consecuencias fatales. 
Las bases moleculares del origen de Ia enfermedad o de su pron6stico se desconocen en su 
mayor parte . Un estudio anterior en nuestro laboratorio donde se investig6 Ia expresi6n 
de genes del sistema IGF (Factores de Crecimiento Similares a Ia lnsulina) en pacientes con 
mola, demostr6 Ia sobre-expresi6n de IGF-11 y del receptor IGF-1R en los tejidos tumorales y 
suero de pacientes con mola [1 . 2] . Este hallazgo indica Ia presencia de alteraciones en el 
sistema IGF, que pueden ser esenciales en Ia progresi6n y transformaci6n a estados 
invasivos y metastaticos, como el coriocarcinoma . Ademas, utilizando Ia linea celular de 
coriocarcinoma JEG-3 se logr6 establecer que tanto IGF-1 como IGF-11 estimulan Ia 
proliferaci6n , migraci6n e invasion celular, de manera dependiente a los receptores IGF-1R y 
de lnsulina (lnsR). 
Las similaridades estructurales entre el receptor de IGF y el receptor de insulina, permiten Ia 
formaci6n de receptores hibridos, en donde una cadena IGF-1R o:B esta conectada a una 
cadena lnsR-A o lnsR-B . Cuando se coexpresan los receptores de IGF y de insulina en Ia 
misma celula, estos receptores hibridos pueden formarse aleatoriamente y el homoreceptor 
menos abundante se encontrara predominantemente formando parte de ellos. Los 
receptores hibridos. pueden ser sobre-expresados en una variedad de celulas tumorales 
como resultado de Ia sobre-expresi6n de los receptores para IGF-1 e lnsulina [3 . 4]. sin 
embargo se conoce muy poco sobre su importancia en Ia transducci6n de seiiales y de los 
efectos biol6gicos que pueden estar modulando. Mientras que los receptores IGF-1R e lnsR 
comparten homologias en secuencia y en funci6n, el receptor IGF-2/M6P parece 
pertenecer a una familia completamente diferente. a Ia vez que sus funciones parecen 
limitarse a Ia internalizaci6n del IGF-2 y controlar su biodisponibilidad . 
El analisis de las interacciones proteina-proteina es fundamental para el entendimiento de Ia 
organizaci6n, procesamiento y funciones celulares. Las proteinas muy pocas veces actuan 
como entidades independientes y aisladas; en Iugar de esto, las proteinas estan inmersas en 
complejas redes de seiializaci6n en las que participan miles de moleculas y que procesan 
millones de seiiales simultaneamente. 
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Tecnicas desarrolladas recientemente para el analisis a gran escala de estas complejas redes 
de i nteracci6n, como espectrometria de masas para mezclas com plejas de peptidos y 
microarreglos de proteina, han enriquecido Ia informacion disponible en redes de interacci6n 
y han permitido Ia construcci6n de redes de senalizaci6n de protefnas. El gran volumen de 
datos en interacci6n proteina- proteina resultante representa un reto para Ia investigaci6n 
experimental en ciencias bil6gicas. 
En este trabajo, proponemos una estrategia innovadora que combina ensayos de actividad 
biol6gica con el estudio de redes de senalizacion mediadas por los receptores de Ia familia 
IGF, presentando una vision integradora de los fenomenos bilogicos que son regulados por 








asociaci6n con las protefnas de union IGFBPs y el control hormonal de Ia expresi6n de su 
receptor. 
Figura 1-1: Vision general del Sistema IGF [9, 10] 
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fosforilacion de estas tirosinas posteriormente induce Ia actividad intrlnseca del IGF-1R y 
conduce a Ia fosforilacion de otros sitios en el receptor, asl como de protefnas adaptadoras, 
que conducen a Ia transduccion de Ia serial en diferentes vias de senalizacion cascada abajo. 
Senalizaci6n mediada por el receptor de IGF-1 
El proceso de transduccion de senales del IGF-1R presenta un alto grade de complejidad y 
aun existen muchos aspectos que no han sido comprendidos completamente. 
AI menos cinco proteinas se unen a Ia region citoplasmatica del IGF-1R. Entre elias estan Ia 
familia de proteinas sustrato del receptor de lnsulina (IRS), las proteinas transformantes 
que contienen el dominic similar a Src (She), Ia subunidad p85 de Ia fosfatidil inositol 3 
quinasa (P13K), Ia proteina tirosina fosfatasa que contiene el dominic SH2 (PTP1D), y Ia 
proteina de union al receptor de factores de crecimiento 10 (GRB10). Todas elias tienen Ia 
habilidad de desencadenar sistemas de senalizacion diferentes [20]. 
Como para otros receptores tirosina quinasa, las dos principales vias de senalizacion son Ia 
via de proteinas quinasa activada por mitogenos (MAPK) y Ia via de Ia PI3K [21]. Una 
tercera via de senalizaci6n mediada por las proteinas 14-3-3 resulta en Ia translocaci6n de Ia 
quinasa Raf-1 [22], sin embargo cuando se trata de describir el mecanisme de transduccion 
hay varies aspectos importantes a tener en cuenta: el tipo celular, ya que Ia expresi6n de 
proteinas adaptadoras y de otros receptores puede diferir cambiando Ia respuesta final[20] , 
y Ia existencia de vias de senalizacion que se sobrelapen. 
Ademas de estas vias principales tambien se encuentra fosforilacion directa de las proteinas 
Janus quinasas involucradas en senalizacion mediada por citoquinas [23], activacion de 
quinasas de adhesion focal [24], de protoncogenes como c-Crkll y c-CrkL, que pueden 
vincular a IGF-1R con senalizacion mediada por integrinas [25] y pl30Cas y paxilina 
relacionados con Ia regulaci6n de Ia motilidad y forma celular [24, 26]. 
Receptor insulina (lnsR) 
El receptor de insulina lnsR un complejo transmembranal tetramerico de glicoproteinas 
consiste en dos subunidades CJ. y dos subunidades 6. Las dos subunidades CJ. son 
completamente extracelulares y contienen dos sitios de diferentes de union que se unen a 
Ia insulina asimetricamente [27-29]. Las subunidades 6 contienen un segmento 
transmembranal y un dominio intracelular que contiene el dominic catalitico tirosina 
quinasa y dos regiones regulatorias [28]. Los dos monomeros del receptor estan unidos 
covalentemente en ausencia de ligando, a diferencia de otros receptores tirosina quinasa. 
Se han identificado dos isoformas para el lnsR, derivadas de "splicing" alternative del ex6n 
11, el cual codifica para un fragmento de 12 aminoacidos en el terminal carboxilo de Ia 
subunidad extracelular. La isoforma carente del exon 11 (lnsR-A) tiene una afinidad mayor 
par Ia insulina que Ia forma que posee el exon (lnsR-B). Experimentos recientes han 
mostrado que lnsR-A funciona como un receptor de alta afinidad por el IGF-11 mediando 
primordialmente efectos proliferativos, en tanto que lnsR-B media efectos metab6licos par 
estimulacion de Ia insulina [30] . Las afinidades relativas de estos receptores por los ligandos 
del sistema se resumen en Ia tabla 1-1. 
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La union de Ia insulina al receptor de insulina, asi como otros ligandos, activa una cascada 
de eventos de senalizaci6n intracelulares, que regulan multiples procesos biol6gicos como 
metabolismo de glucosa y lipidos, expresi6n de genes, sintesis de proteinas, crecimiento, 
division y supervivencia celular. Sin embargo, el mecanisme exacto por el cual se produce su 
respuesta espedfica de regulaci6n de funciones celulares no esta completamente descrito, Ia 
figura 1-2 presenta algunas los efectos que modulan esta respuesta. 
AI igual que el receptor de IGF-1, Ia activacion del receptor de insulina permite Ia union de 
muchas proteinas intracelulares entre las que se cuentas Ia IRS1, Ia IRS2 y Ia She. La 
activaci6n de estas proteinas inicia dos cascadas principales: Ia via MAPK por Ia que re 
regula Ia expresi6n de genes, Ia traducci6n de proteinas, y crecimiento celular, y Ia via PI3K 
que activa Ia proteina AKT, permitiendo Ia translocaci6n de GLUT4, activaci6n de Ia 
enzima glic6geno sintasa asf como otras enzimas necesarias para el adecuado metabolismos 
de insulina [27]. 
Moleculas de senalizacion como Grb2, She y ERK/MAPK, que son proteinas responsables 
de Ia respuesta proliferativa, se han visto colocalizadas en membranas endosomales [38, 39]. 
por lo tanto, el efecto mitogenico de Ia insulina y de los IGFs podria resultar de Ia 
senalizaci6n de los receptores en los endosomas. Algunos estudios muestran que Ia 
inhibici6n de Ia internalizaci6n del receptor de insulina, inhibe Ia fosforilaci6n de She 
estimulada por insulina [40, 41], asf como Ia activaci6n de Ia proteina quinasa activada por 
mitogenos ERK1 y ERK2 [40]. Resultados similares se observaron para el receptor de IGF-1 
[42]. Estos estudios le dan soporte al concepto de que Ia internalizacion del receptor de 
insulina y el receptor de IGF-1 juega un papel importante en Ia senalizacion y muestran Ia 
importancia de Ia senalizaci6n endosomal en Ia respuesta mitogenica de Ia familia IGF. 
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Figura 1-2: Efectos Moduladores de Ia respuesta celular a Ia activaci6n de lnsR [43] 
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En consecuencia Ia senalizaci6n de insulina esta mediada a traves de una compleja red de 
senalizaci6n regulada espacial y temporalmente que se procesa usando multiples vias de 
transducci6n. Estas vias de transducci6n tambien son activadas por una variedad de 
hormonas y factores de crecimiento y el mecanisme exacto de como Ia interacci6n 
insulina-receptor produce su propio patron de regulaci6n de funciones celulares no esta 
completamente entendido. 
Receptor IGF-2/M6P 
El receptor IGF-2/M6P, tambien conocido como el receptor de citoquina CD222, es 
estructuralmente distinto de los receptores de IGF-1 y de insulina. Tiene mas afinidad por el 
IGF-2 que por el IGF-1 y nose une a lnsulina. Es una protefna integral de membrana tipo 1 
(un solo tramo transmembranal), que consiste en un largo dominio extracelular N-terminal 
de residuos de aminoacidos, 23 residuos en Ia region transmembranal, y un corto dominio 
citoplasmatico (-terminal de 163-164 residuos [44]. La caracteristica representativa de este 
receptor es que su dominio extracelular esta compuesto por 15 repeticiones contiguas de 
147 aminoacidos que muestran una identidad de 14-38%. Cada repeticion contiene ocho 
cisteinas conservadas que forman puentes desulfuro intramoleculares que son necesarios 
para el plegamiento apropiado del receptor [45]. Contiene diecinueve sitios de glicosilaci6n 
distribuidos en Ia region extracelular, de los cuales al menos dos estan presentes en Ia forma 
madura del receptor de 275-300kDa [46]. 
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El receptor de une a IGF-2 y a los ligandos que contienen M6P en sitios distintos. La 
repeticion 11 es el centro de union del IGF-2, mientras que las repeticiones 3,5 y 9 se unen 
a protefnas con motives M6P [16, 45, 47]. El dominic citoplasmatico del receptor contiene 
motives que son importantes para Ia interaccion con protefnas importantes para el trafico 
del receptor y su fosforilacion . El motivo YSKV, media Ia interaccion con Ia protefna AP-1 
y AP-2, relacionadas con Ia formacion de vesiculas de clatrina [48]. Adicionalmente tiene 
cuatro regiones que son sustratos potenciales de protefnas quinasas, incluyendo Ia protefna 
quinasa C (PKC), Ia protefna dependiente de AMPc, y Ia quinasa de casefna 1 [48, 49]. 
Seiializaci6n mediada por el receptor IGF-2/M6P 
Debido a que el receptor IGF-2/M6P carece de actividad catalftica, Ia mayorfa de efectos 
biologicos del IGF-2 han sido atribuidos a Ia actuacion del receptor de IGF-1 [48] y a Ia 
isocora A del receptor de insulina [34]. Sin embargo creciente evidencia sugiere que algunas 
acciones metabolicas del IGF-2 son mediadas por Ia union al receptor IGF-2/M6P. 
Los efectos biologicos reportados que son mediados por el receptor IGF-2/M6P incluyen el 
flujo de cilicio en fibroblastos embrionarios [50]. estimulacion de Ia migracion de trofoblasto 
humano [51], cambios en Ia funcion neural[49],alteraciones en Ia sefializacion de TGFI3 [52] 
y Ia reducci6n de apoptosis [53]. 
En su mayorfa las vias de sefializaci6n asociadas al receptor IGF-2/M6P y a estos efectos 
biol6gicos no han sido elucidadas. Sin embargo en muchos casas estos efectos ha sido 
inhibidos al emplear Ia toxina Bordetella pertussis, lo que ha sugerido una relacion con 
proteinas G. Algunas sefiales atribuidas putativamente a sefializaci6n mediada por proteinas 
G, incluyen Ia fosforilaci6n dependiente de PKC de algunas protefnas intracelulares, Ia 
estimulaci6n de Ia via MAPK y Ia inhibici6n Ia actividad adenilato ciclasa. 












Sin embargo Ia idea de Ia transduccion de senales del receptor IGF-2/M6P mediada por 
protefnas G ha sido controversial, mientras algunos autores reportan que este receptor 
posee un segmento citoplasmatico que interactua directamente con protefnas Ga.i para Ia 
estimulacion del intercambio de GTP [55], otros autores no ha podido confirmar estes 
hallazgos [56] mientras que otros presentan un modelo diferente en que reportan que IGF-2 
promueve un rapido reclutamiento y activacion de Ia esfingosina quinasa, permitiendo Ia 
produccion de esfingosina 1-fosfato (S1P) a nivel extracelular y Ia posterior activacion de 
los receptores acoplados a protefna G de Ia S1P [54], posteriormente empleando RNA 
interferente para el receptor de IGF-2/M6P, los mismos autores demostraron que Ia 
mayorfa de Ia activacion de Ia via MAPK producida por IGF-2 es mediada por este receptor 
[57] (figura 1-3), sin embargo en este momento no es clare cuales efectos biologicos son 
mediados por Ia esfingosina 1-fosfato. 
Receptores hibridos lnsR/IGF-lR 
En celulas que expresan tanto IGF-1R como lnsR se forman receptores hibridos, 
aumentando Ia complejidad del sistema. Los receptores IGF-lR/InsR conservan su 
afinidad por el IGF-1 pero presentan una afinidad reducida por insulina, lo cual puede 
explicar por que Ia sobre-expresi6n de IGF-lR causa resistencia a Ia insulina en celulas que 
expresan lnsR. Los efectos de los receptores hibridos resultan aun mas complejos por Ia 
presencia de las isoformas A y B y las diferencias en afinidad por IGF-11. Por lo tanto, Ia 
capacidad de una celula para responder al IGF-1, IGF-11 e insulina esta dada porIa expresi6n 
relativa de los receptores IGF-1R e lnsR y por el grade de "splicing" del gen del receptor de 
insulina. 
Existe controversia en Ia literatura sobre las propiedades de union de los receptores hfbridos 
por insulina, IGF-1 e IGF-11. La placenta expresa receptores hfbridos y las dos isoformas de 
lnsR al mismo nivel, dando receptores mixtos con propiedades de union semejantes a 
IGF-lR [4, 58] estudio por separado las dos variantes de los receptores hibridos encontrando 
que el hibrido IGF-1R/InsR-A presentaba una mayor afinidad por insulina en comparaci6n 
con IGF-1R/InsR-B. En un estudio reciente [59] con receptores hibridos semipurificados y 
purificados se encontro que Ia afinidad de IGF-1 por los receptores hibridos era 50 veces 
mayor que Ia de Ia insulina, independientemente de Ia variante de lnsR, sugiriendo que estos 
receptores presentan caracteristicas de union similares a las del homodfmero IGF-1R clasico. 
La concentracion de receptores hibridos es funcion de las fracciones molares de cada 
receptor y puede ser calculada con Ia siguiente ecuaci6n: 
Receptores Hibridos = 2 lnsR IGF -1R 
La figura 1-4 muestra Ia distribucion teorica de receptores hibridos, en relacion a los 
homoreceptores, como funci6n de su fracci6n molar. De lo que se infiere que en celulas con 
niveles similares de lnsR e IGF-1R, los receptores hibridos son el tipo de receptor 
predominante y que media Ia mayorfa de las acciones de los ligandos del sistema; asf mismo 
cuando Ia relacion entre los receptores es mayor a 5 veces, el receptor que se encuentre en 
menor proporci6n estara predominantemente formando receptores hibridos. 
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En linea con cste modclo. en cclulas de adfpocftos 3T3-ll se pudo demostrar que un 
aumcnto significativo en lnsR causa que casi todos los homorcccptorcs IGF-lR se dcsplaccn 
har.ia Ia lormar.i6n de :ecertore• hfbrido•. En e•ta• celu Ia•, IGF 1 ••ti mu Ia comrletament.• 
Ia ingest~ de gl ucosa mediante le~ active~ci6n del receptor de insulin<J (60]. 
Figura 1-4; Distribuci6n de receptores hfbridos y hamoreceptores como funci6n de su 
fracci6n molar 
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I a contribuci6n de los receptores hfi>rfdos en las acdones del IGF y de Ia fnsulina est an a(m 
por escla recer. en particular. en ciertos tejidos don de Ia proporci6n rela:fva de recept.ores 
hfbridos es significe~tive~, como es el ce~sa de ciertos tejidos tumore~les y de c~ncer (3]. 
Adern;O>, porque lo com po>iciou de lusR, I G F-1 R y recefJLOles hfb1idos pu•d" combio r 
dura n Le Ia d i ferenciaci6n. En ad ipoci Los 3T3-Ll madu ros virlualmen Le Lodos los mon6meros 
de IGF-lR se encuentran como recei)tores hibridos. 
U n factor adicion a I q uc haec aim mas complejo cl 1>apcl funciona I de cstos rece1>torcs cs Ia 
ex1>resi6n de las fo:mas variantcs de lnsK. La version lnsK-A ticndc a exprcsarsc en tcjidos 
letales y tumorales y sus efectos corriente abajo son mas rroliferativos que met.ab61icos. 
Espedfica mente en celu las de c;;;.nc~r de seno se ha descrita un nivel incrementcado del 
receptor IGF lR/InsR A[61]. Lo vorionte lnsR B. por su porte. tiene un olto nivel de 
exptesi6n en Lejidos bien dife,enciados, ir1duyendo los Lejidos blar1cos de Ia ir1sulina, y sus 
acciones esl~rl m~s acopladas con los erecLos meLab6licos es_irnulados pur Ia insulin~. En Ia 
toblo 1-2 s• presenton los tipos de receptore' de lo fomilio IGF, osf como "rs ofinidodes 
relatil•as ror los ligandos. 
Tabla 1-2: Su btipos de rec•ptores del sistemo IGF y ofinidodes relotivos " los I igo ndos [31 [ 
Homotetrameros 
Receptor 11'1-B/11'1-B 11'1-A/IR-A IGF-lR/IGF-11'1 
I n>u lin" lusulin" IG F-1 


























col u m nas y en Ia si mpl ificacion de Ia muestra entes del ana I isis por M S [79]. La sex 
tambien ha sido ampliamente empleada en analisis de eventos de fosforilaci6n, al emplearse 
como parte de una tecnica de separacion multidimensional en conjunto con cromatografia 
en fase reversa o IMAC. Esta tecnica fue aplicada al estudio del fosfoproteoma nuclear de 
Hela logrando Ia identificaci6n de mas de 2000 sitios de fosforilaci6n [80]. 
El uso de I MAe o SeX como paso de enriquecimiento, permite Ia identificacion de los sitios 
de fosforilacion mas abundantes en Ia celula, estes incluyen sitios de fosforilacion 
encontrados en enzimas metabolicas, protefnas estructurales y protefnas de union a RNA 
[79]. Sin embargo su eficiencia con proteinas de baja abundancia como las fosforilados en 
tirosina permanece con niveles bajos. 
Aproximaciones para Ia cuantificaci6n de fosfoprotefnas 
Muchos de los sistemas actuales para el enriquecimiento de fosfoproteinas y fosfopeptidos 
han probado ser utiles en el analisis de proteinas fosforiladas en multiples sistemas. Sin 
embargo estas tecnicas por sf mismas no proveen informacion cuantitativa sabre el sistema 
de estudio. Teniendo en cuenta estas limitaciones se han desarrollado varias tecnicas que 
permiten evaluar cuantitativamente los sitios de fosforilaci6n en proteinas provenientes de 
varies estadios celulares simultaneamente, o comparar Ia activaci6n relativa de proteinas en 
muestras biol6gicas diferentes. Estas tecnicas se basan en el uso de isotopes no radioactivos 
(
13e, 15 N?H) para inducir un cambia en Ia masa de diferentes poblaciones de peptidos que 
puede ser detectada en el espectr6metro de masas [77]. La comparaci6n de las intensidades 
de las sefiales de los peptidos coeluidos puede ser usada para determinar las cantidades 
relativas de cada peptide proveniente de multiples condiciones o estados celulares. Existen 
dos tecnicas de cuantificaci6n basicas usadas comunmente, Ia incorporaci6n metab61ica 
(marcaci6n metabolica) y Ia conjugacion qufmica de isotopes estables (marcaci6n quimica). 
Marcaci6n Metab61ica 
La incorporaci6n metab6lica de isotopes estables en celulas, tiene raices en Ia habilidad de 
las celulas cultivadas de captar isotopes del medic e incorporarlos a sus propias protefnas. 
Una relativamente nueva tecnica conocida como marcaci6n isot6pica estable con 
aminoacidos en cultivo (SILAC) [81-83], se basa en el uso de dos poblaciones de celulas que 
son cultivadas en medio que contiene aminoacidos esenciales "pesados" o "livianos". Se 
permite Ia incorporacion de los isotopes a el proteoma complete por mas de 6 etapas de 
replicaci6n, posteriormente las proteinas son extrafdas y combinadas antes del analisis por 
espectrometria de masas [81]. Estes peptidos que contienen aminoacidos esenciales 
"pesados" (comunmente arginina o lisina) contienen 13e yjo 15 N incorporado a su estructura 
y son analizados junto con su contraparte "liviana" en el mismo instante y pueden ser 
diferenciados por el cambia en masa introducido por Ia presencia de isotopes (Figura 1-5). 
El analisis de estes pares de peptidos permite Ia cuantificacion relativa de multiples 
protefnas entre dos condiciones [81]. Una ventaja de SILAe es que las protefnas 
provenientes de dos condiciones pueden ser combinadas inmediatamente despues de Ia lisis 
celular, minimizando errores que pueden introducirse como resultado de variaciones en Ia 
preparaci6n de Ia muestra, ademas, permite que los peptidos "livianos" y "pesados" se 
analicen en el mismo momenta en el espectr6metro de masas, lo que hace posible una 
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cuantificaci6n relativa, sin las variaciones producidas por Ia diferencias en Ia volatilizaci6n y 
fragmentaci6n de los iones en el equipo [77]. La desventaja principal de SILAC es que esta 
restringida a celulas en cultivo. Sin embargo se han desarrollado estrategias que permiten 
realizar valoraciones cuantitativas de protelnas en tumores de pacientes usando como 
estandares, extractos de celulas tumorales marcados en cultivo[84]. 
Figura 1-5: Esquema general de marcaci6n usando SILAC 
Cultivo celular en 
medio "Iivia no" 
LM.1110 
Marcaci6n Quimica 




Un metoda alternative para Ia incorporaci6n de isotopos a las protefnas es Ia conjugaci6n 
qufmica a las cadenas laterales reactivas de aminoacidos. La primer demostraci6n de esta 
tecnica fue el desarrollo de Ia marcaci6n por afinidad codificada par isotopos (ICAT) 
disenada para reaccionar con el grupo sulfidrilo de las cistefnas [85]. La marca sabre Ia 
protefna es disenada para conferir una diferencia de masas al introducir en Ia estructura 
ocho 2H. Sin embargo los residues de cistefna no son muy comunes en protefnas porIa que 
los peptidos que se pueden enriquecer, representan un pequeno subgrupo del proteoma. Sin 
embargo este desarrollo ha servido de plataforma para el desarrollo de nuevas 
aproximaciones basadas en nuevas "qufmicas" que puedan reaccionar con aminoacidos mas 
comunes. 
Uno de estos metodos es Ia marcac1on isobarica para cuantificaci6n absoluta y relativa 
(iTRAQ) [86] . En esta tecnica Ia marca sabre Ia protefna cont iene el grupo reactivo 
N-hidroxisuccinimida (NHS) que forma un enlace con aminas primarias de lisina o el N 
terminal de los peptidos. Cuando Ia marcac1on es realizada despues de Ia digestion 







Procesamiento de Espectros MS/MS 
Los espectros MS/MS contienen muchos mas picas de los que se esperarian por su patron 
de fragmentacion, algunos de los cuales son senales repetidas desplazadas por Ia presencia 
de isotopes naturales, otros son iones con multiples cargas y algunas senales pueden ser 
ruido. La presencia de picas falsos puede complicar Ia identificaci6n de peptidos o reducir 
significativamente su score, por lo que un preprocesamiento de los espectros MS/MS 
incrementa Ia sensibilidad de Ia identificacion, disminuye el tamaiio de los archives y el 
tiempo de analisis sin comprometer su especificidad. Asi mismo, Ia eficiencia de los 
algoritmos de busqueda en bases de datos, como Mascot, Sequest y Protein Pilot esta 
limitada por Ia calidad de los espectros de entrada. 
Software como Mascot Distiller<~: . MS Cleaner [87]. DT ASuperCharge [88]. ofrecen Ia 
posibilidad de remover los iones con cargas multiples, eliminar los isotopes y mejorar Ia 
relaci6n seiial/ruido, incrementando el numero de espectros de masas asignados lo que 
incrementa el numero de protefnas identificadas asf como su score en Ia base de datos. 
Validaci6n de resultados de espectrometria de masas 
El exceso de informacion poco fiable de identificacion de proteinas ha reducido Ia precision 
y reproducibilidad de los experimentos proteomicos basados en espectrometria de masas. 
Algunos estudios indican que las variaciones causadas par el analisis bioinformatico tienen 
un gran impacto en el numero de protefnas correctamente identificadas [89, 90] por lo que 
se han desarrollado programas que permiten aumentar Ia confiabilidad de las 
identificaciones. El mas complete, robusto y ampliamente utilizado es Scaffold 
(http:/ jwww.proteomesoftwa re.com). 
Scaffold usa algoritmos estadfsticos Bayesianos desarrollados por el Institute for Systems 
Biology. Las implementaciones de estes algoritmos han sido ampliamente distribuidas bajo 
los nombres de PeptideProphet™ y ProteinProphet@. Usando una implementaci6n 
independiente de estes algoritmos, Scaffold determina las distribuciones de los score de 
Mascot o SEQUEST, que dependen del tamaiio de Ia base de datos y de las caracteristicas 
especificas de Ia m uestra. A partir de estas d istribuciones, Scaffold traduce los scores 
Mascot o SEQUEST en probabilidades que determinan Ia confiabilidad de Ia identificaci6n. 
El metoda usado par Scaffold suplementa al de Mascot, en cuanto este ultimo proporciona 
un estimado de Ia probabilidad basado en el tamaiio de Ia base de datos, pero no de las 
caracteristicas de Ia muestra. Por incorporaci6n de Ia distribucion especifica de Ia muestra, 
Scaffold permite un mejor estimado de Ia probabilidad de una correcta identificaci6n. 
Adicionalmente, provee un algoritmo denominado X! Tandem que permite una 
identificacion automatica y rapida de peptidos con cualquier modificaci6n post-traduccional 











 2. Planteamiento del problema 
Las celulas son dispositivos de procesamiento de informacion, que integran millones de 
senales extracelulares e intracelulares para producir una respuesta celular optima . Muchas 
enfermedades, por ejemplo el cancer pueden ser entendidas como alteraciones patologicas 
en las redes de senalizacion . Por lo que el estudio de los mecanismos de procesamiento de 
senales constituye uno de los problemas mas complejos y al mismo tiempo mas 
significativos en investigaciones biologicas. Los eventos de senalizacion incluyen 
intrincadas redes de senalizacion, que encierran " loops" de retroalimentacion, senalizacion 
cruzada con otras redes y Ia integracion del estado interno de Ia celula , todos estos, 
regulados espacial y temporalmente . Estos eventos tradicionalmente han sido estudiados 
por medio de trabajos enfocados en unas pocas proteinas estudiadas de forma 
independiente lo que no permite su correcta interpretacion en un contexto biologico. 
El complejo estudio de las redes de senalizacion no seria posible sin Ia espectrometria de 
masas (MS) . Esta tecnica ha sido empleada en el estudio de proteinas de senalizacion 
importantes, y su historia se remonta muchos anos atras, sin embargo Ia tecnologia para 
llevar a cabo experimentos cuantitativos a larga escala de fosfoproteinas solo se ha 
desarrollado durante los ultimos 5 anos. Esto ha generado una explosion de informacion 
como nunca antes, que ha permitido cambiar los paradigmas en senalizacion vinculado 
nuevos efectores a los fenomenos de procesamiento de senales y permitiendo tener una 
vision mas global del funcionamiento celular. 
La familia IGF presenta un sistema intrincado de senalizacion , que puede interactuar 
directamente con mas de 300 proteinas diferentes y que controla diversos procesos celulares 
como Ia proliferacion , apoptosis, diferenciacion , metabolismo, migracion e invasion . Muchos 
de estos procesos tienen Iugar simultaneamente, y son mediados por proteinas pleiotropicas 
como PI3K, AKT y ERK que participan en multiples redes de senalizacion. Estas proteinas 
son nodos de senalizacion, por ejemplo, Ia proteina AKT se ha reportado que puede 
interactuar con mas de 1000 proteinas diferentes y participa en cientos de procesos 
biologicos, por lo que solamente con informacion de activacion de unas pocas proteinas no 
es posible concluir sobre el papel que puedan tener en Ia regulacion de estos efectos. 
Por lo anterior, el estudio de Ia senalizacion del sistema IGF requiere de un enfoque 
diferente, que presente una vision global de los eventos de senalizacion, lo que permitiria 






 3. Hip6tesis 
Los receptores hibridos lnsR/IGF-lR son los mediadores principales de los eventos de 
senalizaci6n desencadenados por IGF-2 en celulas de trofoblasto. Asi mismo, Ia regulaci6n 
de funciones biol6gicas complejas mediadas por los receptores hibridos requiere de Ia 
participaci6n de cientos de proteinas en varias redes de senalizaci6n, por lo que el 
entendimiento de estos fen6menos biol6gicos necesita de un estudio a gran escala de los 


















4.2. Objetivo General 
Establecer Ia importancia de los receptores hibridos (lnsR/IGF-lR) en Ia modulaci6n de las 
redes de sefializaci6n del sistema IGF y de algunos efectos biol6gicos en Ia linea celular 
derivada de trofoblasto HTR8 . 
4.2. Objetivos Especificos 
Establecer los efectos de los ligandos del sistema IGF en Ia proliferaci6n, migraci6n e 
invasion de Ia linea celular HTR-8. 
Estudiar el papel de los receptores hibridos lns/IGF-lR en los efectos mediados por los 
IGFs, haciendo uso de RNA interferente para los receptores lnsR e IGF-lR. 
Estudiar las redes de sefializaci6n activadas por IGF-2 en Ia linea celular de trofoblasto 
HRT8 mediante espectrometria de masas. 
Obtener dos lineas celulares silenciadas establemente para los receptores IGF-lR e 
IGF-2/M6P empleando ShRNA. 
Estudiar el papel de Ia depleci6n del receptor IGF-lR en Ia activaci6n de proteinas 
mediada por IGF-2 mediante electroforesis en dos dimensiones. 
Establecer el papel del receptor IGF-2/M6P en las redes de sefializaci6n activadas por 
IGF-2 usando espectrometria de masas. 















4. Materiales y metodos 
4.1. Aproximaci6n metodol6gica 
El desarrollo experimental de este trabajo incluye tres partes. La primera parte esta basada 
en el uso de tecnicas clasicas de analisis bilogico de Ia funcion celular, y tiene como objetivo 
estudiar el papel de los receptores IGF-1R e lnsR en algunas caracteristicas que el 
trofoblasto comparte con celulas malignas, tales como alta proliferacion, migracion e 
invasion . 
En Ia segunda parte se hace uso de tecnicas cualitativas de analisis de fosfoproteinas a gran 
escala. con el objetivo de establecer el papel del receptor IGF-1R en Ia compleja red de 
senalizacion del IGF-2. Este estudio se realiza en celulas de trofoblasto normal y silenciadas 
establemente en el receptor de IGF-1R. 
En Ia parte final, se combinan tecnicas clasicas con estrategias cuantitativas para 
determinar el papel del receptor IGF-2/M6P en Ia senalizacion del ligando mas importante 
para el desarrollo prenatal , el IGF-2. Se emplea como modelo Ia linea de trofoblasto normal 
y una linea establemente silenciada para el receptor IGF-2/M6P . 
4.2. Modelo de estudio 
La linea celular de citotrofoblasto extravelloso HTR-8/SVneo. fue desarrollada a partir de 
un cultivo de explante de placenta humana de primer trimestre e inmortalizada por 
transfeccion con un eDNA que codifica para el antigeno T40 grande del virus del simio [92 , 
93] . Esta linea se caracteriza por exhibir un alto indice de proliferacion y ser altamente 
invasiva ; adicionalmente, se conoce que expresa hCG e IGF-11 [92 , 94] . La linea fue donada 
al grupo de investigacion por Ia Dra . Angela Cadavid de Ia Universidad de Antioquia . 
La linea celular fue cultivada en RPMI 1640 (Sigma Chemicals, U.S.A) suplementado con 
suero bovino fetal (SFB) al 10% (Gibco , U.S .A) . y 100 U/ml de penicilinajestreptomicina 












































acrilamidafbis-acrilamida, se aplic6 una diferencia de lOOV para lograr Ia separaci6n 
electroforetica. 
Figura 5-2: Esquema general del procedimiento empleado para el analisis cuantitativo de 
fosfoprotefnas 
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proteinas y los valores correspondientes a los niveles de expres1on en los tratamientos y 
controles. Se fijo un valor de 2 para Ia significancia de los cambios en Ia expresi6n, para 
identificar las proteinas cuya activaci6n estuviera diferencialmente regulada . Estas 
moleculas, llamadas moleculas elegibles para formar una red, fueron analizadas en una 
base de datos global de conocimiento de interacci6n contenida en el servidor Ingenuity . Con 
las proteinas elegibles se genero una red con base en su conectividad por medio de un 
algoritmo en el programa . 
Se realizo un analisis funcional para identificar las funciones biol6gicas mas significativas en 
el set de datos. Se empleo el test Right-tailed Fisher para calcular el valor p, que determina 
Ia probabilidad de que cada funci6n biol6gica asignada al set de datos es debido a los 
cambios de expresi6n . 
Una red o via de seiializaci6n es una representaci6n grafica de Ia relaci6n entre proteinas. 
Las proteinas fueron representadas como nodos, Ia relaci6n bil6gica entre dos nodos se 
represent6 como un limite (linea). Cada limite esta soportado por al menos 1 referencia de 
literatura, de un libro, o por informacion de las vias de seiializaci6n bien establecidas. Los 
nodos se muestran usando varias formas que representa el tipo de funci6n de Ia proteina . 
Los limites se muestran de varios tipos que describen el tipo de relaci6n entre los nodos 
( fosfori laci6n, tra nscri pci6n). 
4.9. Analisis Estadistico 
La evaluaci6n estadistica de las diferencias en los resultados se analiz6 empleando las 
pruebas t de student y ANOVA dependiendo de Ia muestra a enlizar, el programa empleado 
fue lnStat (Prism). Las diferencias fueron consideradas estadisticamente significativas 






6.Analisis Funcional de papel de los 
receptores hibridos lnsR/IGF-lR en los 
efectos biol6gicos mediados por los IGFs 
6.1. Expresi6n de receptores e isoformas del receptor de lnsulina 
Mediante Western Blot se evaluo Ia expresion de IGF-1R e lnsR en 4 lineas celulares con 
diferente nivel de invasion HTR8 (trofoblasto), JEG-3(coriocarcinoma), ARO (cancer de 
tiroides) y LNCaP (cancer de prostata) (Figura 6-1A) . 
Los niveles del receptor IGF-1 en Ia linea celular JEG-3 fueron 3 veces mas altos que en Ia 
linea celular HTR8, ademas se encontraron niveles significativos de este receptor en las 
otras tres lineas celulares. Tambien se evaluaron y compararon los niveles del receptor de 
lnsulina y sus isoformas en las lineas celulares mencionadas anteriormente (Figura 6-18) . 
lnteresantemente celulas con menor potencial de invasion , como ARO y LNCaP, mostraron 
un bajo nivel de lnsR comparado con las lineas celulares altamente invasivas HTR8 y 
JEG-3 . En las celulas estudiadas Ia isoforma de lnsR predominante fie Ia lnsR-A. 
Notablemente Ia linea celular HTR8 presenta Ia mas alta relacion lnsR-A/InsR-B y el nivel 
mas alto del receptor de lnsulina, esto podria indicar que Ia mayoria del receptor de IGF-1 
podria estar presente formado receptores hibridos IGF-1R/IR-A [31], estos receptores se 
unen principalmente a IGF-1 y se unen a IGF-11 con menor [103] . 
6.2. Activaci6n de receptores en Ia Linea HTR8 
La activacion de receptores en respuesta a estimulos con los ligandos se determino por 
medio de ensayos de lnmunoprecipitacion . El receptor de IGF-1 es activado por los tres 
ligandos, sin embargo el mayor estimulo se logra con los ligandos IGF-1 e IGF-2 coherente 
con los valores de 1(50 (Tabla 1-1). Se observa activacion de IGF-1R mediada por lnsulina 
lo que podria indicar el papel de los receptores hibridos lnsR/IGF-1R en Ia sefializacion de 






























































































































































































































































Figura 6-1: Expresi6n relativa de receptores e isoformas 
- - - 1 1--
D 
Usando western blot se evalu6 Ia expresi6n de los receptores IGF-lR e lnsR . Para Ia 
expresi6n de IGF-lR e lnsR en varias lineas celulares. B) Mediante PCR se eva luaron 
las isoformas del receptor de insulina. 
Figura 6-2: Ensayo de inmunoprecipitaci6n para Ia activaci6n de receptores 
Mediante ensayos de inmunoprecipitaci6n y western blot se eva lu6 a activaci6n de los 
receptores IGF-lR e lnsR en respuesta a estimulos con los ligandos de l sistema. Los 
a na lis is densitometricos se rea lizaron emplea ndo el programa Quantity One®. Las 











































6.3. IGF-1 e IGF-2 activan Ia via de senalizaci6n MAPK y 
regulan Ia proliferaci6n de celulas de trofoblasto 
Empleando MTT, se evaluaron los efectos proliferativos de los ligandos IGF-1, IGF-2 e 
insulina en concentraciones de 10nM, de Ia misma forma se uso media de cultivo 
suplementado con 10% de SFB como control positivo y medio libre de suero como 
referencia, los tiempos en que se evalu6 Ia proliferaci6n fueron 24, 48 y 72 horas. 
Los resultados a 24 horas no mostraron diferencias significativas con los tratamientos 
usados, sin embargo en tiempos superiores a 48 horas, se observ6 que IGF-1 inducia un 
fuerte efecto mitogenico superior a lo observado con SFB. IGF-2 indujo un efecto en 
proliferaci6n equivalente a SFB, mientras que insulina presento los niveles mas bajos de 
proliferaci6n, aun por debajo del medio libre de suero (Figura 6-3). 
Figura 6-3: Efecto de los ligandos del sistema IGF en Ia Proliferaci6n celular 
Ensayos de Proliferaci6n celular mediante en ensayo MTT a 48 horas. La significancia 
estadistica fue determinada usando Ia prueba t-Student. Las barras de error corresponden 
al SEM de dos experimentos independientes realizados par triplicado ( n=6). La 
significancia estadistica fue determinada usando Ia pareja apropiada control-estimulo y se 
representa de Ia siguiente manera: *, P<0.05; **, P <0.01; ***, P< 0.001. 
Empleando western blot, se determino el efecto de los IGF en Ia activaci6n de Ia via de 
proteinas quinasa activada por mit6genos MAPK. Se realizaron estfmulos con IGF-1 e 
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Figura 6-4: Cineticas de activaci6n de p44/p42 en respuesta a IGF-1 e IGF-2 
-+---
fl 
Cineticas de activacion de Ia vial MAPK par IGF-1 e IGF-2. Los analisis densitometricos 
se realizaron empleando el programa Quantity One:i<:·_ Los resultados se muestran 
normalizados a Ia expresi6n deB-actina, 
Los resultados mostraron que tanto IGF-1, como IGF-2, son estimuladores de Ia via, sin 
embargo las cineticas presentan comportamientos diferentes. IGF-1 muestra un maximo de 
estimulaci6n a 15 minutos, luego una caida despues de 30 minutos y posteriormente un 
aumento a 60 minutos. 
Este comportamiento bimodal es bien conocido para el sistema MAPK y puede mediar 
diferentes efectos en diferentes estadios de activaci6n [104]. IGF-2 presenta un 
comportamiento similar al IGF-1, sin embargo el maximo presenta una intensidad menor, y 
no se observa el segundo pi co a 60 minutes Figura 6-4. 
6.4. IGF-1 e IGF-2 controlan Ia Migraci6n e Invasion de celulas 
Trofoblasticas. 
La linea HTR8/SVneo tiene caracteristicas propias del trofoblasto normal, sin embargo 
tambien presenta habilidades compartidas con celulas cancerosas. Dentro de estas 
ca racteristicas Ia migrac1on e invas1on representa n los blancos tera peuticos mas 
importantes. Mediante ensayos de migraci6n e invasion, se determine el efecto biol6gico de 
los IGFs. Los resultados mostraron que IGF-2 produjo el mayor efecto en migraci6n, IGF-1 
mostro un aumento significative pero en menor proporci6n mientras que insulina no mostro 
tener ningun efecto (Figura 6-5A). 
La migraci6n es necesa ria, pero no suficiente para Ia invasion. Se requiere ademas varias 
habilidades para atravesar Ia matriz celular, tales como Ia secreci6n de proteasas para 





































































movimiento celular y el cambio de forma. Se evaluo Ia invasion de estas celulas empleando 
Matrigel para simular Ia matriz extracelular. En estas condiciones IGF-1 e IGF-2 mostraron 
incrementar el potencial invasive de estas celulas mientras que Ia insulina no mostro ningun 
efecto (Figura 6-58). 
Figura 6-5: Efecto de los ligandos del sistema IGF en Ia Migraci6n e Invasion 
Los ensayos de migracion e invasion se realizaron estimulando las celulas por 24 horas en pozos T ran swell 
con membrana de 81-Jm. Para el ensayo de invasion se cubrieron las membranas con matrigel. Las barras de 
error correspond en al SEM de dos experimentos independientes realizados por triplicado ( n=6). La 
significancia estadfstica fue determinada usando Ia pareja apropiada control-estimulo y se representada Ia 
siguiente manera: *, P<0.05; **, P <0.01; ***, P< 0.001. 
Los mecanismos necesarios para el proceso de migracion requieren de Ia precisa regulacion 
espacial y temporal del citoesqueleto de actina en donde proteinas como ezrina juegan un 
papel importante. Se ha demostrado que Ezrina juega un papel importante en Ia progresion 
tumoral y metastatica de varios tumores al regular el proceso de migraci6n y Ia expresion de 
proteasas que conducen a Ia invasion[105-109].Usando western blot se determine Ia 
expresi6n de ezrina en respuesta a Ia estimulaci6n con los diferentes ligandos del sistema. 
Los tres ligandos mostraron incrementar los niveles de ezrina en Ia lfnea celular HTR8, este 
efecto se vio aumentado en tiempos de 12 y 18 horas (Figura 6-6). AI relacionar estos 
datos con lo observado en migracion e invasion se puede observar que correlacionan con los 
ligandos IGF-1 e IGF-2 pero no para lnsulina lo que podrfa indicar diferencias en Ia 
senalizaci6n de este ligando y el posible papel de otro efectos biol6gicos. 
Una de los mas importantes es Ia secreci6n de metaloproteasas, estas proteinas son una 
familia de 18 endopeptidasas, dependientes de zinc, con multidominios degradan Ia matriz 
extracelular como parte del proceso de remodelamiento tisular que ocurre durante Ia 
invasion tumoral y angiogenesis, tanto en el sitio primario como en el metastatico, de tal 










































































































111]. En linea con esto. Ia sobreexpresi6n de algunas MMPs conduce al desarrollo de 
lesiones pre-malignas y pre-neoplasicas, sugiriendo que las M M Ps pa rticipan en diferentes 
estados de Ia progresi6n tumoral anteriores a Ia invasion y metastasis [110, 112, 113]. 
Figura 6-6: Expresi6n de ezrina 
Iff 
Los niveles de ezrina se evaluaron mediante Western Blot, en tiempos de estimulo de 4,12 y 18 
horas y en dosis de lOnM. Los analisis dens'1tometricos se realizaron empleando el programa 
Quantity One·:~. Los resultados se muestran normalizados a Ia expresion deB-actina, 
Figura 6-7: Niveles de secreci6n de Ia metaloproteasa 9 en media condicionado de HTR8 
Mediante un ensayo inmunoenzimatico se cuantifico Ia protefna MMP-9 en medio 
condicionado de HTR8. Las barras de error corresponden al SEM de dos experimentos 
independientes empleando dos estuches comerciales diferentes en los que las muestras 
se analizaron por triplicado (n=6). La significancia estadfstica fue determinada usando 
Ia pareja apropiada control-est imulo y se representa de Ia siguiente manera: *, P<0.05; 















































































































































































































































































































































































































De manera sobresaliente se en Ia linea silenciada en el receptor de insulina se observa un 
aumento en los efectos mediados IGF-1 y nose observan efectos significativos en los demas 
ligandos. Este resultado pone en evidencia el equilibria dinamico existente entre los des 
receptores tirosina quinasa del sistema IGF. 





I I I I 
La significancia estadfstica fue determinada usando ANOVA y Ia prueba de multiples 
comparaciones de Bonferroni. La significancia estadistica usando como control Ia 
pareja de celulas apropiada control-transfectada es representadas asi: *. P<0.05; **. P 
<0.01; ***. P< 0.001. 
Una de las vias de seiializaci6n mas importantes para el proceso de proliferaci6n es Ia via de 
las MAPK. Esta via tradicionalmente se ha considerado como el principal mediador de los 
efectos proliferativos del IGF-1, per lo que se evalu6 su dinamica de activaci6n en respuesta 
a IGF-1, en las lineas celulares normal, silenciada en el receptor de IGF-1 y silenciadas en el 
receptor de insulina. 
Se evalu6 el efecto del silenciamiento del receptor de IGF-1 en Ia activaci6n del receptor de 
insulina mediante western blot. Se Observa una disminuci6n significativa de Ia activaci6n de 
p44 estimulada per IGF-1 en Ia linea silenciada para este receptor. Asi mismo Ia activaci6n 
















































































































































Figura 6-10: Efecto del silenciamiento del receptor IGF-1R en Ia vfa MAPK 
b:a••--n~ 1-------1 fl 
i 
M(!diai'ILC v~"~!S.~nl blol sc co.•;,lu6 Ia ~~Li-.·;,ci6n de p44/p22 en n::::spu~sl;, .. IGF-1 
(lOnM). IGF-11 (10n1Vl) e Ins (10nlv1). Los celulos se es:imuloron por .5 n1inuros con el 
ligando r'~spcc.Li·.ou. Loi .;ul~lisis d~nsiLOI}l~lr ioos s~ rc.:.li..::.:aron cmpk:ando d progr ~rn.:~ 
Quan:ity One:!\:. Los r~sultados se muestran normalizados a Ia eKpresi6n de P ~"'c:ina 
/\1 disminuir el receptor de IGF-1, los receptores predominantes son los receptores de 
insulina (Figura 1-4), por lo que los efectos de IGF-1 e IGF-2 se ven disminuidos y se 
observa u n aumento en Ia activaci6n de p44 mediad a por insuli na. 
Se ev<ll u6 el pa pel del receptor de in sui ina en 1,. activ<lci6n de Ia vf<l M APK inducid a por 
IGF-1. En Ia lfnea celular normal. IGF-1 Activa Ia vfa MAPK. presemando un maximo a los 
5 min utos y posteriormente un descenso. En Ia linea eel u Ia r si lenciad a para el receptor de 
insulina, se observa un corrimiento en el maximo de activaci6n hacia los 10 minutos, un 
r1ivel de aclivaci6n elev~do en los 60 rn in u l.os y al m ismo liem r>o. un~ mayor aclivaci6n de 
p44/p42 (Figura 6-11 }. Estos resultados van en lrnea con lo observado en proliferaci6n 
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Figura 6-11: Efecto del silenciamiento de lnsR en Ia activacion de MAPK inducida por 
IGF-1 
1-.a---- =••-I a 
Las cineticas de activacion de p44/p22 en respuesta a IGF-l(lOnM) se evaluaron 
mediante Western Blot. Las celulas se estimularon en tiempos de 5, 15, 30 y 60 
minutos. Los analisis densitometricos se realizaron empleando el programa Quantity 
One:!Y. Los resultados s.e muestran normalizados a Ia expresi6n de 13-actina. 
La hiperactivacion de Ia via MAPK por efecto del silenciamiento del lnsR pone de 
manifiesto el papel del receptor de lnsulina en Ia regulacion de Ia senalizaci6n del IGF-1. 
En cuanto al equilibria entre receptores, en una linea celular que expresa 
predominantemente el receptor de insulina, al disminuir el lnsR aumenta Ia probabilidad de 
formaci6n de homoreceptores IGF-lR y disminuye Ia proporcion de homoreceptores lnsR, 
lo que podria explicar el aumento de las senales mitogenicas observadas con IGF-1 en el 
modelo celular silenciado en lnsR. 
Estos resultados muestran que los receptores IGF-lR e lnsR estan estrechamente 
relacionados en Ia regulacion de Ia transduccion de senales moleculares de los ligandos del 
sistema IGF y que Ia proporci6n de receptores es clave en Ia regulacion de Ia intensidad de 
Ia seiial y en Ia potencia del efecto mitogenico de los ligandos. 
Una de las caracteristicas compartidas con el cancer de las celulas trofoblasticas es su alto 
nivel de migracion e invasion. Previamente se describio que tanto IGF-1 como IGF-2 
regulan el potencial de migracion e invasion de Ia linea HTR8 (Figura 6-5) y que este efecto 
podia deberse al aumento en Ia secrecion de MM P-9 (Figura 6-7), sin embargo no era claro 
el papel de los receptores IGF en Ia transduccion de estas seiiales por lo que se emplearon 
los modelos celulares silenciado para estudiar el papel de los receptores en Ia mediacion de 





































































6.6. Los receptores hibridos lnsR/IGF-lR regulan Ia 
invasion de celulas trofoblasticas 
Empleando ensayos de migracion en camara de Boyden se determine el papel del receptor 
de insulina en el aumento de Ia migracion inducida por los IGFs. Se observa una 
disminucion en Ia migracion mediada por IGF-2 en comparacion con Ia lfnea normal, sin 
embargo se observa que tanto IGF-1, como IGF-2 son inductores de migracion a pesar de Ia 
disminucion del receptor lnsR (Figura 6-12) . 
Se realizacion ensayos de Invasion empleado matrigel para simular Ia matriz extracelular. La 
invasion celular se vio disminuida en comparacion con Ia lfnea normal, pero IGF-1 e IGF-2 
aun fueron capaces de inducir un aumento significative en este efecto biologico. 
Figura 6-12: Efecto del silenciamiento del receptor lnsR en Ia migracion e Invasion . 
Los ensayos de migracion e invasion se realizaron estimulando las celulas por 24 
horas en pozos T ran swell con membrana de 81Jm. Para el en sa yo de invasion se 
cubrieron las membranas con matrigel. La significancia estadistica fue determinada 
usando Ia pareja apropiada control-estimulo y se representaron Ia siguiente manera: *, 
P<0.05; ** , P <0.01 ; *** , P< 0.001. 
De manera similar se evaluo el papel del receptor IGF-1R en Ia migraCion e invas1on de 
celulas trofoblasticas (Figura 6-13) . Los resultados muestran que el efecto en migracion e 
invasion del IGF-1 en Ia lfnea HTR8 esta claramente relacionado con el receptor IGF-1R y 
su disminucion causa Ia supresion del efecto biologico. 
De manera interesante Ia insulina es capaz de inducir un aumento significative en Ia 
migracion, en el modelo celular con baja expresion del receptor IGF-1R. Esto puede deberse 
al desplazamiento en las proporciones de receptores, que deja un aumento en los 
homoreceptores de insulina lo que potencia su efecto. Vale Ia pena resaltar que aun en estas 
condiciones Ia insulina noes capaz de inducir invasion . 
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Figura 6-13: Efecto del silenciamiento del receptor IGF-lR en Ia migraci6n e Invasion. 
Los ensayos de migraci6n e invasion se realizaron estimulando las celulas por 24 
horas en pozos Transwell con membrana de 8~m. Para el ensayo de invasion se 
cubrieron las membranas con matrigel. La significancia estadistica fue determinada 
usando Ia pareja apropiada control-estimulo y se represent6 de Ia siguiente manera: * 
P<0.05; **. P <0.01; ***. P< 0.001. 
Figura 6-14: Efecto del silenciamiento del los receptores en Ia secreci6n de MMP-9 
Ensayo inmunoenzimatico para Ia cuantificaci6n de MMP-9 en medios condicionados. 
La significancia estadistica fue determinada usando ANOVA y Ia prueba de multiples 
comparaciones de Bonferroni. La significancia estadistica usando como control Ia 
pareja de celulas apropiada control-transfectada es representadas asi: *, P<O.OS; **, P 
<0.01; ***. P< 0.001. 
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En cuanto al IGF-2, se observa que su efecto en m1graeton no disminuye al silenciar el 
receptor de IGF-1, pero su efecto en invasion cae significativamente. El efecto en migraci6n 
observado para IGF-1 disminuye completamente al silenciar su propio receptor y al m1smo 
tiempo nose observa ningun cambia en los niveles de invasion. 
Estos resultados muestran que Ia de migraci6n que induce el IGF-2 no es mediada por 
receptor de insulina, ni por el receptor de IGF-1, por lo que probablemente este efecto sea 
mediado por el receptor IGF-2/M6P. 
Se evaluaron los niveles de MMP-9 en los medios condicionados de las tres lineas celulares 
bajo estfmulos con los ligandos IGF-1, IGF-2 e insulina (Figura 6-14). Los resultados 
muestran que el efecto de secreci6n de MMP-9 inducido por IGF-1 e IGF-2 seve disminuido 
significativamente al silenciar los receptores IGF-IR e lnsR. Mientas que el efecto mediado 
porIa insulina solo cae en Ia linea que carece de este receptor. 
En el modele silenciado para el receptor IGF-lR, los receptores hibridos disminuyen al 
disminuir Ia disponibilidad de este receptor, de manera similar, en el modelo celular 
silenciado para el receptor de insulina, los receptores hfbridos disminuyen al aumentar Ia 
probabilidad de formaci6n de homo receptores IGF-1R esto muestra que en modelo normal 
los receptores hibridos lnsR/IGF-lR son los receptores mas abundantes. AI mismo tiempo 
las disminuciones en Ia secreci6n de Ia MMP-9 observadas en los dos modelos celulares 
silenciados muestran Ia importancia de Ia presencia simultanea de los dos receptores 
tirosina quinasa en Ia secreci6n de esta metaloproteasa. 
Tomando todo estes resultados se sugieren que los receptores hibridos lnsR/IGF-1R son los 
principales mediadores de Ia invasion inducida por los ligandos IGFs en Ia linea celular de 
trofoblasto HTR8 y que este efecto esta regulado por Ia metaloproteasa de matriz tipo 9. 
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 7. Ana/isis de las redes de seiializaci6n 
activadas por /GF-2 
La familia IGF presenta un sistema intrincado de sefializacion , en el que se ha reportado 
interacciones con mas de 300 protefnas diferentes y que controla diversos procesos celulares 
como Ia proliferacion, apoptosis, diferenciacion, metabolismo, migracion e invasion . Muchos 
de estos procesos tienen Iugar simultaneamente, y son mediados por protefnas pleiotropicas 
como PI3K, AKT y MAPK que participan en multiples redes de sefializacion . La regulacion 
de funciones biologicas complejas requiere de Ia participacion de cientos de protefnas que 
hacen parte de varias redes de sefializacion , por lo que el entendimiento de estos fenomenos 
requiere del estudio a gran escala de los eventos de sefializacion . 
La estrategia experimental empleada para el estudio de las redes de sefializacion activadas 
por IGF-2 se baso en el empleo de marcacion con isotopos estables (SILAC) . como 
herramienta cuantitativa , posteriormente un enriquecimiento de protefnas fosforiladas 
mediante (IMAC). luego una separacion de protefnas mediante electroforesis en 1 
dimension , posteriormente un fraccionamiento de las protefnas separadas seguido de 
analisis mediante LC-MS/MS, adicionalmente minerfa de datos con distintos programas y 
servidores, ademas identificacion de protefnas, cuantificacion relativa de protefnas, y 
analisis del significado biologica de las protefnas identificadas. 
Se identificaron y analizaron 193 protefnas diferencialmente reguladas por IGF-2 en diversas 
funciones y en diferentes compartimentos celulares. Una lista completa de las protefnas 
identificadas, junto con su funcion biologica y ubicacion se presenta en el anexo 1. 
Adicionalmente el anexo 2 presenta una red global generada con las protefnas identificadas. 
y el anexo 3 presenta el analisis de anotaciones para el grupo de protefnas de interes. 
Sin embargo una lista de protefnas no es suficiente para entender un fenomeno biologico, al 
mismo tiempo que Ia descripcion individual de las funciones de una protefna noes suficiente 
para relacionarla con un fenomeno biologico; por lo que el analisis de las protefnas 
identificadas en este trabajo se realizara agrupando las protefnas en redes de sefializacion 
que regulan procesos biologicos celulares. 
La tabla 7-1 presenta una lista con las principales redes de sefializacion que se relacionaron 
significativamente con Ia lista de protefnas identificadas experimentalmente. Las funciones 
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celulares de estas redes incluyen replicaci6n, cancer y m1grac1on e invas1on. AI menos 20 
protelnas fueron vinculadas con cada efecto biol6gico lo que contrasta con los estudios 
tradicionales en donde se emplea un numero muy bajo de proteinas para concluir sobre su 
papel en estes efectos. Una representaci6n grafica de estas redes se presenta en los anexos 
4, 5, 6. 
Tabla 7-1: Principales redes de senalizaci6n activadas por IGF-2 en Ia linea celular HTR8 




14-3-3, AKAP13, CALDl. Calmodulin. Ck2. Collagen(s). 
DHX58, DLG3, F Actin. Fibrinogen. HISTONE. 
HMGNl, IBTK (includes EG:25998), ITPKB, Myosin, 
NFkB (complex), NPMl (includes EG:4B69), Par6, 
PARD3, PLA2G6, PLCB3, PRKCA, PRMT7, 
PRPFB, Ras homolog, RGN, RHOTl, RYR2, 
SEMA3A, SNRNP200, STRN3, TIAM2 (includes 
EG:26230), TOPl, TOP2A, TTN 
Actin. Akt. ARAPl, BRD2. Caspase, ENSA. ERK. Gpcr. 
GPER, GPR32, Histone h3, HNRNPU, HTRA2 , Insulin, 
Interferon alpha, Jnk, KCNIP3, LARPlB (includes 
EG:55132), MCM6, MED27, N4BP2, NPFFRl, 
PFDNl, PI3K (complex). Pkc(s) . Ra e, RNA polymerase 
II , RNASEL, SCL Tl, SERPINB3, STX6, STXBP3, 
TP63, TTC3, ZBTB44 
ADARBl, ANXA5, Apl , ATP6V1G2, ATPase, ATRX, 
BCKDK, CCNLl, CXCL12, DUSP6, EPHB2, 
ERCCl, ERKl/2 . Focal adhesion Quinasa. FSH, HMGBl 
(includes EG:3146). Ill, MAGTl, Mapk, Mek, MIR124, 
MMP14, MYH9, P38 MAPK, p85 (pik3r). PDGF BB, 
PLC gamma, PRSS3 (includes EG:5646), PTGSl, 







Replicaci6n de DNA, 
Mantenimiento de Ia 
funci6n celular 
Cancer 
Migraci6n e Invasion 
Componentes de las redes principales de proteinas relacionadas con las proteinas 
identificadas. Las protefnas identificadas experimentalmente se muestran en negrita. 
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 7 .1. Red de seiializaci6n que controla Ia replicaci6n 
Se identificaron 24 proteinas con un papel significativo en el control de Ia replicaci6n . Las 
funciones de cada proteina dentro de Ia red, asi como su ubicaci6n celular se encuentran en 
Ia figura 7-1 , y Ia lista de las proteinas que Ia componen en Ia tabla 7-2. Las proteinas que 
tienen nombre en Ia lista corresponden a proteinas identificadas experimentalmente; el 
nombre que se reporta es tornado de Ia base de datos de informacion de proteinas Uniprot 
y por el extenso numero de proteinas en este trabajo, se presentan en ingles. 




Red de interacci6n generada usando el programa IPA. Las proteinas en gris dentro de Ia 
red representan proteinas identificadas experimentalmente. Las lineas continuas 
representan interacci6n directa , las lineas punteadas interacci6n indirecta. 
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A Kinase (PRKA) anchor protein 13 
caldesmon 1 
DEXH (Asp-Giu-X-His) box polypeptide 58 
discs, large homolog 3 (Drosophila) 
high-mobility Group nucleosome binding domain 1 
inhibitor of Bruton agammaglobulinemia tyrosine Kinase 
inositol 1,4,5-trisphosphate 3-Quinasa B 
nucleophosmin (nucleolar phosphoprotein 823, numatrin) 
par-3 partitioning defective 3 homolog (C. elegans) 
phospholipase A2, Grupo VI (cytosolic. 
calcium-independent) 
phospholipase C, beta 3 (phosphatidylinositol-specific) 
protein Kinase C, alpha 
protein arginine methyltransferase 7 
PRP8 pre-mRNA processing factor 8 homolog (S. 
cerevisiae) 
regucalcin (senescence marker protein-3D) 
ras homolog gene family, member T1 
ryanodine receptor 2 (cardiac) 
sema domain, immunoglobulin domain (lg), short basic 
domain, secreted, (semaphorin) 3A 
Ubicacion 
Des co nocid o 
Citoplasma 
Citoplasma 



































































ID Nombre Ubicaci6n Tipo 
SNRNP200 small nuclear ribonucleoprotein 200kDa (U5) Nucleo Enzima 
STRN3 striatin , calmodulin binding protein 3 Nucleo Otro 
TIAM2 (includes 
T -cell lymphoma invasion and metastasis 2 Citoplasma Enzima 
EG:26230) 
TOPl topoisomerase (DNA) I Nucleo Enzima 
TOP2A topoisomerase (DNA) II alpha 170kDa Nucleo Enzima 
TTN titin Citoplasma Peptidasa 
Dentro de las protefnas identificadas se encuentra un gran numero de enzimas responsables 
del procesamiento de DNA, que pueden ser activadas como respuesta Ia sefial mitogenica 
del IGF-2. Tambien de encuentran protefnas que actuan como transductores de sefiales 
como Ia PRKA y Ia PKC. Muchas de estas protefnas no se habfan relacionado nunca con 
IGF-2 . 
7 .2. Red de sefializaci6n que controla Ia migraci6n e 
invasion 
La invasion celular es uno de los mecanismos celulares compartidos entre celulas de 
trofoblasto y celulas cancerosas, ademas, Ia causa principal de muerte de un paciente por 
cancer es Ia metastasis. Debido a Ia capacidad de propagarse a otros tejidos y organos, el 
cancer es una enfermedad potencialmente mortal , por eso es de gran interes conocer y 
comprender las claves moleculares implicadas en el proceso de transformacion maligna . 
La invasion y consecuente metastasis es debida a un proceso activo en el que estan 
envueltos multiples pasos, interviniendo en cada uno de estos diversas protefnas y procesos, 
como Ia angiogenesis, invasion y circulacion ; para que esto se lleve a cabo es necesario que 
se produzcan importantes cambios geneticos que se ven reflejados como un cambio del 
fenotipo . 
Para que una celula tumoral logre salir de su tejido de origen es necesario que interactue 
con Ia matriz extracelular. La matriz extracelular (MEC). de Ia que hacen parte Ia 
membrana basal y el estroma intersticial , esta constituida tanto por componentes fibrosos 
como componentes fluidos. Para que se lleve a cabo el proceso de invasion, es necesaria Ia 
intervencion de diversas protefnas que interactuan con estos componentes para lograr en 
conjunto Ia invasion . 
La figura 7-3 presenta Ia red de regulacion de migracion e invasion inducida por IGF-2 en 
celulas de trofoblasto encontrada en este trabajo. 
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Red de interacci6n generada usando el programa IPA. Las protefnas en gris dentro de Ia 
red representan protefnas identificadas experimentalmente. Las lineas continuas 
representan interacci6n directa, las lineas punteadas interacci6n indirecta 








adenosine deaminase, RNA-specific , Bl 
annexin A5 
















ATRX alpha thalassemia/mental retardation syndrome Nucleo Regulador 
X-linked T ra nscri pcional 
BCKDK branched chain ketoacid dehydrogenase Quinasa Citoplasma Quinasa 
CCNLl cyclin Ll Nucleo Otro 
CXCL12 chemokine (C-X-C motif) ligand 12 Espacio Extracelular citoquina 
DUSP6 dual specificity phosphatase 6 Citoplasma Fosfatasa 
EPHB2 EPH receptor B2 Membrana Plasmatica Quinasa 
ERCCl excision repair cross-complementing rodent repair Nucleo Enzima 
deficiency, complementation Grupo 1 (includes 
overlapping antisense sequence) 
ERKl/ 2 Descon oc id o Complejo 
Focal Adhesion Descon oc id o Complejo 
Qui nasa 
FSH Membrana Plasmatica Complejo 
HMGBl high-mobility Grupo box 1 Nucleo Otro 
(includes 
EG:3146) 
Ill Descon oc id o Complejo 
MAGTl magnesium transporter 1 Membrana Plasmatica Enzima 
Mapk Descon oc id o Complejo 
Mek Descon oc id o Complejo 
MIR124 Descon oc id o Complejo 
MMP14 matrix metallopeptidase 14 (membrane-inserted) Espacio Extracelular Peptidasa 
MYH9 myosin, heavy chain 9, non-muscle Citoplasma Enzima 
P38 MAPK Descon oc id o Grupo 
pBS (pik3r) Descon oc id o Grupo 
PDGF BB Espacio Extracelular Complejo 
PLC gamma Descon oc id o Complejo 
PRSS3 protease, serine, 3 Espacio Extracelular Pepetidasa 
(includes 
EG:5646) 
PTGSl prostaglandin-endoperoxide synthase 1 (prostaglandin Citoplasma Enzima 
G/H synthase and cyclooxygenase) 
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RET ret p roto-o ncogen e Membrana Plasmatica Quinasa 
SYN2 synapsin II Membrana Plasmatica Otro 
TRIPll thyroid hormone receptor interactor 11 Citoplasma Regulador 
Transcripcional 
TYR03 TYR03 protein tyrosine Quinasa Membrana Plasmatica Quinasa 
Vegf Descon oc id o Complejo 
VRK2 vaccinia related Quinasa 2 Nucleo Quinasa 
De manera sobresaliente, dentro de las proteinas identificadas se encuentra Ia 
metaloproteasa de matriz 14, y Ia quinasa RET, asociadas ampliamente con el proceso de 
invasion pero se desconoda su relaci6n con el sistema IGF. 
Sin embargo algunas proteinas presentan una gran variedad de funciones y el papel que 
desempenan en un fen6meno dado, no puede ser determinado facilmente. Este trabajo 
empleo redes de interacci6n-proteina con el fin de determinar con certeza el papel de estas 
proteinas dentro de Ia regulaci6n de una funci6n biol6gica y poder relacionarlas con mayor 
seguridad a un fenotipo determinado. 
La tabla 7-5 presenta el analisis estadistico de Ia asociac1on entre las proteinas que se 
encontraron y algunas funciones biol6gicas. Estos valores complementan los resultados 
anteriores y permiten usar el parametro estadistico p, para organizar en arden de 
significancia, Ia contribuci6n de las moleculas identificadas a cada funci6n biol6gica. 
Tabla 7-5: Principales funciones biol6gicas y moleculares asociadas con las proteinas 
identificadas 
Nombre Valor p # 
Moleculas 
Replicaci6n de DNA, 
5,08E-05- 3,11E-02 14 
Recombinaci6n y reparaci6n 
Metabolismo de acidos nucleicos 1,09E-04- 2,79E-02 7 
Bioquimica de pequeiias moleculas 1,09E-04- 3,11E-02 17 
Motilidad celular e invasion 1,74E-04- 3,11E-02 13 
Modificaciones pos-traduccionales 5,69E-04- 1,05E-02 4 
Estos analisis estadfsticos presentan al IGF-2 como un mediador central en los procesos de 
replicaci6n, metabolismo, migraci6n e invasion. 
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Uno de las caracteristicas en Ia enfermedad trofoblastica gestacional es el elevado nivel de 
invasion de las celulas del trofoblasto. Estudios previos han demostrado que el IGF-2 esta 
desregulado en esta patologia, ademas, los niveles de este peptido en magnitud son mas de 
10 veces los niveles del IGF-1. Por lo que el estudio del papel del IGF-2 en Ia invasion de 
celulas de trofoblasto es de central importancia. 
En este trabajo se encuentra que IGF-2 es capaz de inducir Ia invasion de Ia linea de 
trofoblasto HTR8 y que probablemente el mecanismo responsable involucre Ia MMP-9. 
Adicionalmente se identificaron 13 moleculas relacionadas con los procesos de migracion e 
invasion que son activadas por IGF-2. Estos resultados van de Ia mano con los resultados 
nivel de ensayos biologicos. Estas proteinas responsables del proceso de invasion podrian 
representar blancos para en control de las caracteristicas invasivas producidas por el IGF-2 
en celulas trofoblasticas. 
Estos resultados muestran Ia complejidad de los mecanismos en los procesos biol6gicos, y 







8. Estudio del papel del receptor IGF-lR 
en Ia activaci6n inducida por /GF-2 de 
algunas proteinas en celulas de trofoblasto 
8.1. Obtenci6n de mapas de proteinas activadas por 
IGF-2 en Ia linea celular HTR8 normal y silenciada en el 
receptor I G F-1 R 
La electroforesis en dos dimensiones es una tecnica de analisis de proteinas que permite 
identificar, por medio de un analisis de imagenes, cambios en Ia expresi6n de proteinas. Una 
de las diferencias con las tecnicas "shotgun" es que no es necesario analizar por 
espectrometria de masas todo un proteoma, sino que se analizan e identifican unicamente 
las proteinas de interes, ya sean sobrereguladas, desreguladas y / o comunes. 
En este trabajo comparamos los eventos de activaci6n de proteinas inducido por IGF-2 en Ia 
linea celular HTR8 normal y silenciada establemente en el receptor IGF-lR. La linea celular 
establemente silenciada aumenta Ia reproducibilidad de los experimentos en prote6mica ya 
que sus niveles de silenciamiento permanecen sin cambios significativos a traves de los 
pases; a diferencia de las tecnicas de silenciamiento transitorio en Ia que Ia regulaci6n 
negativa permaneces por 48-72 horas. 
La obtenci6n de los mapas de proteinas activadas por IGF-2 se realizo estimulando las 
lineas celulares con IGF-2 por 15 minutos, luego se realizo extracci6n de proteinas y 
enriquecimiento de fosfoproteinas mediante IMAC. El extracto de fosfoproteinas fue 
separado por medio de electroforesis en dos dimensiones y posteriormente se analizaron las 
imagenes resultantes para identificar las proteinas diferencialmente activadas. Los spots de 
proteinas seleccionados se identificaron por espectrometria de masas. 
Los mapas de fosfoproteinas obtenidos se muestran en Ia figura 8-1 y 8-2. En cuanto al 
fosfoproteoma de Ia linea celular normalluego de ser estimulada con IGF-2 (Figura 8-1) , se 
analizaron 234 spots lo que contrasta con los resultados obtenidos para el proteoma total 
en donde se identificaron 753 spot (Anexo 7). Debido a Ia baja abundancia de 
fosfoproteinas en relaci6n a Ia proteina total (para Ia obtenci6n de 300ug de fosfoproteinas 
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fue necesario partir de 4mg de protefna total) nose realizaron comparaciones entre protefna 
total y fosfoprotefna. 







4.0 pi 7.0 
Fosfoproteoma representative de Ia linea celular HTR8 luego de estimulaci6n con IGF-2 
10nM par 15 minutes. 300 ug proteina enriquecida en fosfoproteinas fueron obtenidas 
mediante el empleo de columnas de afinidad I MAC y se separaron en tiras de IEF de 18 
em con gradiente de pH de 4-7. Posterior mente se separaron en mediante PAGE en 





Figura 8-2: Mapa de activaci6n de protefnas en Ia lfnea celular HTR8 ShRNA IGF-lR 






4.0 pi -------·7.0 
Fosfoproteoma representative de Ia linea celular HTR8 ShRNA IGF-1R luego de 
estimulaci6n con IGF-2 lOnM por 15 minutos. 300 ug proteina enriquecida en 
fosfoprotefnas fueron obtenidas mediante e l empleo de columnas de afinidad I MAC y se 
separaron en tiras de IEF de 18 em con gradiente de pH de 4-7. Posterior mente se 
separaron en mediante PAGE en geles de 12%. Los geles resultantes fueron visualizados 
mediante tinci6n con Coomassie coloidal. 
En el modelo celular silenciado se identifica ron 412 spots de fosfoproteinas, entre los cuales 
157 fueron comunes a Ia lfnea celular normal, de estos, 27 cambiaron su expresi6n en mas 
de 2 veces (Anexo 8). Una muestra de los analisis de imagenes realizados para Ia selecci6n 




Figura 8-3: Muestra de los analisis de imagenes realizados para evaluar cambios en Ia 
activaci6n de proteinas 
Analisis de imagenes realizado en el programa PDQuest. 
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Mapa proteomico de los spots seleccionados para su identiflcacion mediante MS. 
Los spots analizados de dividieron en 4 grupos, presentes unicamente en el modele normal, 
activadas en mayor proporci6n en Ia lfnea normal, activadas de manera equivalente y 
activadas solo en Ia linea celular silenciada en el receptor IGF-lR. 
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 8.2. ldentificaci6n de proteinas 
El estudio de los cambios en los perfiles de activaci6n de proteinas en Ia linea celular HRT8 
al silenciar el receptor IGF-lR nos permite identificar algunas moleculas importantes en su 
papel en Ia transducci6n de sefiales del ligando IGF-2 . 
En primer Iugar, se identificaron algunas proteinas activadas por IGF-2 en Ia linea celular 
Normal y que no se encuentran activadas en Ia linea silenciada (Tabla 8-1), por lo que 
probablemente estas proteinas requieran de Ia presencia del receptor IGF-lR para su 
activaci6n . 
Tabla 8-1: Lista de proteinas identificadas unicamente en Ia linea normal 
Proteinas activadas (micamente en Ia linea Normal 
Simbolo Nombre Ubicaci6n Tipo 
GPSM2 G-protein signaling modulator 2 Nucleo Otra 
PRKD3 roteinkinase D3 Desconocido Qui nasa 
ZMYND8 zinc finger , MYND-type containing 8 Nucleo Regulador Transcripcional 
FOXN2 forkhead box N2 Nucleo Regulador T ranscripcional 
DISCI disrupted in schizophrenia 1 Citoplasma Otra 
BRSKl BR serine/threonineQuinasa 1 Citoplasma Qui nasa 
OR4C45 
olfactory receptor, family 4 , subfamily C, Membrana Receptor acoplado a 
member 45 Plasmatica Proteina G 
PGKl phosphoglyceratekinase 1 Citoplasma Qui nasa 
MY05A myosin VA (heavy chain 12, myoxin) Citoplasma Enzima 
Dentro de este grupo, es de particular interes Ia presencia de las proteinas GPSM2 y 
OR4C45 que hacen parte de Ia via de sefializaci6n de receptores acoplados a proteina G. De 
Ia misma marera resulta de gran importancia Ia proteina quinasa D3 (PRKD3) dependiente 
de fosfolipidos perteneciente a Ia familia de Ia PKC y que regula Ia actividad de Ia proteina 
quinasa de esfingosina 2 (SK2) [116]. una de las proteinas mas importantes del 
metabolismos de fosfolipidos . Finalmente los factores de transcripci6n FOXN2 y ZMYND8 
relacionados con Ia proliferaci6n celular podrian estar relacionados con los efectos 
mitogenico del ligando IGF2. 
En el grupo de proteinas activadas principalmente en el modelo normal, se encuentran 
proteinas en las que el receptor IGF-lR es importante pero no indispensable (Tabla 8-2) . 
En estas proteinas se identifico BRCA2, proteina que esta relacionada con Ia estabilidad 
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gen6mica y Ia apartCIOn de cancer. Las proteinas YWHAE y PTPN3 que pueden unlrse 
regulan el crecimiento celular, diferenciaci6n y ciclo mit6tico. La protefna FRM D8 puede 
regular Ia activaci6n de NF-KB a traves del inhibidor IKBKG. La CDK20 regula Ia CDK2, y 
tiene efectos en Ia fase Gl del ciclo celular. 











Proteinas activadas principalmente en Ia linea Normal 
breast cancer 2, early onset 
tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase 
activation protein, epsilon polypeptide 
protein tyrosine Phosphatase , non-receptor type 3 
G protein regulated inducer of neurite outgrowth 2 
splicing factor 3b, subunit 1, 155kDa 
proteinQuinasa Nl 
FERM domain containing 8 
proteinQuinasa, cGMP-dependent, type II 
granzyme A (granzyme 1, cytotoxic 






















La tabla 8-3 presenta las proteinas identificadas en las dos lfneas celulares con similar nivel 
de activaci6n, estas protelnas se activan independientemente de Ia presencia del receptor 
IGF-IR. Dentro de estas estan proteinas como Ia proteina disulfuro isomerasa 3 (PDIA3) 
que tiene un rol importante en Ia supervivencia celular, Ia ENOl con efectos en 
proliferaci6n, Ia fosfolipasa C (PLCH2) un componente de Ia via de las MAPK y el 
transportador ABC (ABCA13), con un papel en el transporte activo. lnteresantemente se 
encuentra Ia granenzima A (GZMA) que regula el procesamiento del activador de 
plasmin6geno tipo uroquinasa (PLAU). 
La tabla 8-4 lista las proteinas identificadas unicamente en Ia linea celular silenciada en el 
receptor IGF-lR. Dentro de las que se cuentan Ia filmina A (FLNA), anexina Al (ANXA2) 
y anexina A2 (ANXA2), componentes del citoesqueleto; los regladores transcripcionales 
ZNF648 y RNF207, Ia proteina LEPREl responsable de inhibici6n del crecimiento celular y 
Ia enzima metab61ica glutati6n sintasa. 
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Tabla 8-3: Lista de proteTnas activadas en las dos ITneas celulares 
Proteinas activadas en igual proporci6n 
PDIA3 protein disulfide isomerase family A, member 3 Citoplasma Peptidasa 
SYNC syncoilin, intermediate filament protein Citoplasma Otra 
CCT2 chaperonin containing TCPl, subunit 2 (beta) Citoplasma Qui nasa 
NBEAL2 neurobeachin-like 2 Desconocido Otra 
ENOl enolase 1, (a lpha) Citoplasma Regulador 
T ranscripcional 
CCDC25 coiled-coil domain containing 25 Desconocido Otra 
CYP4Bl 
cytochrome P450, family 4, subfamily B, 
Citoplasma Enzima 
polypeptide 1 
PCNXL3 pecanex-like 3 (Drosophila) Desconocido Otra 




CDKL5 cyclin-dependentQuinasa-li ke 5 Nucleo Qui nasa 
PLCH2 phospholipase C, eta 2 Citoplasma Enzima 
ABCA13 
ATP-binding cassette, sub-family A (ABCl), 
Desconocido Transportador 
member 13 
Tabla 8-4: Lista de proteTnas identificadas unicamente en Ia linea celular silenciada en el 
receptor IGF-lR 
Protefnas activadas solamente en Ia linea celular Silenciada 
FLNA filamin A, alpha Citoplasma Otra 
RN F207 ring finger protein 207 Desconocido Otra 
ZNF648 zinc finger protein 648 Desconocido Otra 
LEPREl leucine proline-enriched proteoglycan (leprecan) 1 Nucleo Enzima 
LCMTl leucine carboxyl methyltransferase 1 Desconocido Enzima 
SMPDL3A sphingomyelin phosphodiesterase, acid-like 3A Espacio Extracelular Enzima 
ANXA2 annexin A2 Membrana Plasmatica Otra 
ANXAl annexin Al Membrana Plasmatica Otra 




GSS glutathione synthetase Citoplasma Enzima 
RAN RAN, member RAS oncogene family Nucleo Enzima 
PGAMI phosphoglycerate mutase 1 Citoplasma Fosfatasa 
La proteina RAN, con un papel importante en Ia dinamica nuclear, y Ia fosfodiesterasa de 
esfingomielina (SMPDL3A), otra de las enzimas claves en el metabolismo de fosfolipidos 
tambien se encontr6 presente en Ia linea celular silenciada en el IGF-lR. 
8.3. Analisis del papel del receptor IGF-lR en algunos 
efectos biologicos mediados por IGF-2 
Uno de las limitantes mas importantes en el empleo de las tecnicas de afinidad para Ia 
purificaci6n de proteinas es Ia especificidad producida por proteinas altamente abundantes. 
Adicionalmente el empleo de columnas IMAC para enriquecimiento de fosfoproteinas 
presenta inconvenientes adicionales como inespecifidades producidas por proteinas con pi 
acidos, o el uso de buffers con pH bajos. El empleo de Ia electroforesis bidimensional 
permite eliminar estas inespecifidades y concentrar el analisis las proteinas que cambian su 
expresi6n con los tratamientos dentro del experimento. 
El empleo de esta tecnica permiti6 identificar algunos componentes de Ia via de sefializaci6n 
del IGF-2 en celulas de trofoblasto que son activados por intermedio del receptor IGF-lR. 
Dentro de las funciones relacionadas con las proteinas identificadas se encuentra el control 
del ciclo celular, proliferaci6n, apoptosis y quimiotaxis, todas elias caracteristicas clasicas 
asociadas al receptor IGF-lR (Figura 8-5) . 
Adicionalmente a las funciones clasicas del receptor, encontramos proteinas relacionadas 
con Ia via de receptores acoplados a proteina G. Estas proteinas activadas diferencialmente 
por el IGF2 se encuentran recurrentemente en las dos tecnicas de analisis prote6mico 
empleadas en este trabajo. Esto sugiere que el receptor IGF-lR podria emplear proteinas G 
en su mecanismo de sefializaci6n . Previamente se reportado que los receptores acoplados a 
proteinas G pueden interactuar con las vias de sefializaci6n de receptores acoplados a 
proteinas G[117-119], dentro de los que se encuentra el receptor IGF-lR y el lnsR [120] . 
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Figura 8-5: Resumen de las principales funciones asociadas a las protefnas identificadas 
C....OL (lnd~J EG.1S03M) 
V.YNo8 
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Asociacion de las proteinas identificadas con algunas funci ones bilogicas. La proteinas 





















































9. Papel del Receptor IGF-2/M6P en Ia 
seiializaci6n del sistema IGF 
El receptor del factor del factor de crecimiento similar a Ia insulina tipo 2/6-fosfato de 
manosa (IGF-2/M6P) es un una proteina transmembranal que juega un rol importante en 
el trafico lisosomal y Ia degradaci6n de IGF-2 mediada por endocitosis. Sin embargo su 
papel en Ia transducci6n de sefiales luego de Ia union con el ligando permanece sin ser 
completamente entendido. Debido a que el receptor IGF-2/M6P no posee actividad 
catalitica, muchos de los efectos del IGF-2 han sido atribuidos a Ia activaci6n del receptor 
IGF-1R [121] o a Ia isoforma A del receptor de insulina [122] . 
9.1. Estudio del papel del receptor IGF-2/M6P en las 
redes de sefializaci6n activadas por IGF-2 
Con el fin de estudiar el papel del receptor IGF-2/M6P en los efectos biol6gicos mediados 
por los ligandos del sistema IGF, obtuvimos una linea celular silenciada establemente 
silenciada para este receptor mediante el empleo un pool de plasmidos ShRNA disefiados 
para este fin que contenian secuencias de resistencia a puromicina . La selecci6n de las 
celulas transfectadas exitosamente se realizo adicionando al medio de cultivo puromicina. 
Figura 9-1: Silenciamiento del receptor IGF-2/M6P 
I I 
Mediante qPCR se determine el silenciamiento del receptor IGF-2/ M6P en Ia linea 
celular establemente silenciada. Las barras de error representan Ia desviaci6n estandar 
de 3 experimentos independientes realizados por duplicado. 
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En Ia nueva linea celular se encontraron 83% menos transcritos del igf-2r, en comparaci6n 
con Ia linea normal (Figura 9-1). Esta nueva linea celular expresa niveles bajos del receptor 
de IGF-2/M6P y el silenciamiento permanece estable a traves de los pases, lo que permiti6 
emplearla para realizar un analisis prote6mico. 
Se empleo marcaci6n isot6pica estable con isotopos en cultivo (SILAC), seguida de 
enriquecimiento de fosfoproteinas mediante I MAC, para identificar mediante espectrometrla 
de masas MS/MS las proteinas activadas por IGF-2 en Ia linea celular silenciada para el 
receptor IGF-2/M6P. La lista completa de las proteinas identificadas, junto con su funci6n 
y ubicaci6n puede encontrarse en el Anexo 9. 
Para profundizar en el significado biol6gico de esta lista de proteinas identificadas, se 
realizo un analisis bioinformatico mediante servidores STRING, PIKE, DAVID y el 
programa IPA. 
Tabla 9-1: Proteinas que componen las principales redes de sefializaci6n activadas por 
IGF-2 en Ia linea HTR8 IGF-2R/M6PR ShRNA 
R d 
I 




AKRIBI, ARFGEF2, ARRB2, ATAD5, ATF4, 
ATP5Cl, CIOORF12, C200RF43, CACNAID, 
CEP290, D-glucose, EDEM3, EGFR, EWSRl, Gpcr, 
GPR63, GPR84, GPR144, GPR174, GPR89A, GPR89C, 
HN F4A, ITCH, M IR291A (includes EG:l00049715), 
NUCBl, OPN1MW2, PABPC3, PJAl, Pka, 
PPP1R9A, RPL31, SF3B4, TAARS, THAP4, VN1R3 
Akt, ANXA6, Ap1, CBX7, CCNH, DOCKl, 
ENPPl, ERK, ERK1/2. GAB2, HINTl, Histone h3, 
lgG, lkb, ILIO, ll12 (complex), Jnk, Mapk, MIF, MLL, 
NFkB (complex), P38 MAPK, p85 (pik3r), PCBP2, 
PDGF BB, PI3K (complex), Ras, RNA polymerase II, 
SERPINB7, SGKl, SLC12A6, STAT3, STAT5a/b. 
TLRIO, Vegf 
Actin, ANKRD17, ATL3, BRPFl, C120RF51, 
C60RF138, CCDC99, CDKN1A, CEP350, 
COL12Al, COL20Al, COL21A1, COL22A1, COL27Al, 
COL28A1, COLSA2, collagen, CREBBP, DSE, 
FAM83H, JUN. KIAA1429, KLF5, MIR124-1 (includes 
EG:406907), MIR294 (includes EG:l00049712), 
MT-ND4, NRAP, PPFIA2, PTEN, SLC20A2, SPl, 





















Componentes de las redes pnnc1pales de proteinas relac1onadas con las proteinas 


















































































silenciado se aboli6 completamente el efecto de estimulaci6n de m1grac1on mediado por 
IGF-1 o IGF-2 en comparaci6n con celulas normales (Figura 9-3). 
Figura 9-3: Papel del receptor IGF-2/M6P en Ia migraci6n celular 
D 
D 
Los ensayos de migraci6n se realizaron estimulando las celulas par 24 horas 
en pozos T ranswell con membrana de 8[Jm. La significancia estadistica fue 
determinada usando ANOVA y Ia prueba de multiples comparaciones de 
Bonferroni. La significancia estadistica usando como control Ia pareja de 
celulas apropiada control-transfectada son representadas asi: *, P<0.05; **, 
P <0.01; ***, P< 0.001. 
De Ia misma manera los ensayos de 1nvas1on mostraron una completa disminuci6n del 
potencial invasive de Ia linea celular cuando se disminuyo Ia expresion del receptor 
IGF-2/M6P (Figura 9-4). 
Dado que el IGF-2 presenta los mayores efectos en Ia secreci6n de Ia MMP-9, seanaliz6 el 
efecto de Ia estimulacion con dicho ligando en Ia expresion de transcritos de dicha proteina. 
Los resultados muestran que IGF-2 induce Ia expresi6n de mmp-9 en Ia linea celular normal, 
sin embargo en Ia linea que carece del receptor IGF-2/M6P este efecto se vio disminuido 
casi completamente (Figura 9-5). Estos resultados van en linea con los resultados de 
invasion y situan al receptor IGF-2/M6P como un mediador clave en los efectos biologicos 
mediados por los receptores tirosina quinasa del sistema IGF. 
Como se present6 en el capitulo 6, los silenciamientos en los receptores de IGF-lR e lnsR 
inducen disminuciones significativas en migracion, invasion y secrecion de Ia metaloproteasa 
tipo 9, lo que muestra Ia importancia de los dos receptores en transduccion de sefiales 
moleculares que desencadena en estos efectos biol6gicos, ademas en el modelo normal los 
receptores hfbridos son el tipo de receptor mas abundante, par lo que este tipo de receptor 











































































Figura 9-4: Papel del receptor IGF-2/M6P en Ia invasion celular 
D 
D 
Los ensayos de invasion se realizaron estimulando las celulas por 24 horas en pozos T ranswell 
con membrana de 8~m cubiertos con matrigel. La significancia estadfstica fue determinada 
usando ANOVA y Ia prueba de multiples comparaciones de Bonferroni. La significancia 
estadistica usando como control Ia pareja de celulas apropiada control-transfectada son 
representadas asi: *, P<0.05; **, P < 0.01; ***, P< 0.001. 
Figura 9-5: Papel del receptor IGF-2/M6P en Ia expresi6n de mmp-9 mediada por los IGFs 
D 
D 
Expresi6n relativa de mmp-9 usando como gen casero B-Actina, mediante qPCR. La 
significancia estadistica fue determinada usando ANOVA y Ia prueba de multiples 
comparaciones de Bonferroni. La significancia estadistica usando como control Ia 
pareja de celulas apropiada control-transfectada son representadas asi: *, P<0.05; **, 




La principal funcion atribuida al receptor IGF-2/M6P ha sido Ia de controlar Ia 
biodisponibilidad de los ligandos que se una a el , incluyendo el IGF-2. Se esperarfa que al 
silenciar este receptor los niveles de IGF-2 disponible fueran mas altos, por lo que Ia 
activacion a los receptores hibridos seria mas alta y esto se deberia reflejar en una 
incremento en los efectos biologicos mediados a traves de este tipo de receptores; sin 
embargo, los resultados muestran un panorama completamente diferente. 
En ausencia del receptor tipo 2, ninguno de los ligandos del sistema IGF induce incrementos 
en Ia migracion, invasion o expresion de mmp-9, sin embargo Ia respuesta celular en 
proliferacion no se ve afectada . Estos resultados muestran que Ia via de proliferacion 
mediada por los IGFs es independiente del receptor IGF-2/M6P mientras que los efectos en 
migracion e invasion dependen de Ia presencia este receptor . 
9.3. Receptor de IGF-2/M6P: Un sistema de 
sefializaci6n acoplado a proteinas G 
Una de las caracterfsticas mas sobresalientes al estudiar los receptores de Ia familia IGF, es 
Ia diferencia estructural existente entre ellos. Mientras que los receptores IGF-lR e lnsR 
comparten homologias en secuencia y en funcion , el receptor IGF-2/M6P parecia 
pertenecer a una familia completamente diferente con a Ia vez que sus funciones parecian 
limitarse a Ia internalizacion del IGF-2 y controlar su biodisponibilidad pero se crefa que no 
tenfa un papel central en Ia transduccion de senales y en Ia mediacion de los efectos 
biologicos de los IGFs. 
Como se pudo establecer con los ensayos de migracion , invasion y expresion de Mmp-9, el 
receptor IGF-2/M6P tiene un papel central en Ia mediacion de los efectos biologicos 
mediados por todos los peptidos del sistema IGF. AI mismo tiempo se mostraron las 
grandes diferencias existentes en las redes de senalizacion que son activadas por el IGF-2 en 
ausencia del receptor tipo 2, lo que correlaciona con los resultados de los ensayos biologicos 
realizados. Sin embargo, no se ha descrito concluyentemente un mecanisme por el cual el 
receptor IGF-2/M6P pueda modular las redes de senalizacion activadas por los receptores 
tirosina quinasa y mediar sus efectos biologicos. Hasta el momento se han descrito posibles 
vfas de senalizacion que podrfan ser activadas por el receptor IGF-2/M6P, pero no existe un 
consenso en relacion a su sistema de senalizacion . 
Una de estos posibles mecanismos comprende Ia senalizacion mediante proteinas G [54], por 
lo que se buscaron protefnas reguladas por IGF-2 en Ia lfnea celular normal relacionadas con 
Ia esta vfa de senalizacion . Dentro de las protefnas que se identificaron por espectrometrfa 
de masas, se encontraron 6 proteinas componentes de este sistema de senalizacion (Figura 
9-6) . Dentro de elias estan 3 receptores acoplados a proteina G, Ia fosfolipasa C (PLC ~) y 
Ia protefna quinasa C (PKCo:) . 
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Via de senalizaci6n de los receptores acoplados a proteina G. Las proteinas 
identificadas experimentalmente se encuentran senaladas en color naranja. La 
significancia de Ia asociaci6n entre estas protelnas y Ia via de protelnas G fue de p = 
0,0451. 
Uno de los mensajeros secundarios mas importantes en Ia via de proteinas G es el cAMP, 
por lo que se realiz6 un ensayo inmunoenzimatico para determinar los niveles de cAMP 
intracelular luego de estimular las c€dulas por 10 minutes con los ligandos del sistema IGF, 
al mismo tiempo se evalu6 el papel del receptor IGF-2/M6P al emplear paralelamente el 
modelo celular silenciado en este receptor. 
Los resultados mostraron que en linea celular normal tanto el IGF-1 como el IGF-2 son 
potentes inductores del cAMP, mientras que para insulina no se encontraron incrementos 
significativos. Este efecto se ve disminuido en gran proporci6n en el modelo celular que 




































Figura 9-7: Papel del receptor IGF-2/M6P en Ia regulaci6n de los niveles de AMPc 
intracelular 
Ensayo inmunoenzimatico para Ia determinacion de AM Pc. La significancia estadistica 
fue determinada usando ANOVA y Ia prueba de multiples comparaciones de 
Bonferroni. La significancia estadistica usando como control Ia pareja de celulas 
apropiada control-transfectada son representadas asi: *, P<0.05; **, P <0.01; ***, P< 
0.001. 
En conjunto, estos resultados sugieren que receptor de IGF-2/M6P puede activar Ia via del 
adenilato ciclasa, aumentando los niveles de AMPc intracelular probablemente a traves de 
Ia activaci6n de un receptor acoplado a protelna G. No obstante este receptor no posee una 
estructura similar a los receptores acoplados a protefna G, por lo que podrfa mediar este 
efecto a traves de una molecula mensajera. 
Se ha propuesto que el receptor IGF-2/M6P puede senalizar al reclutar Ia qu1nasa de 
esfingosina (SK), Ia cual promueve Ia fosforilaci6n de Ia esfingosina hacia el 1-fosfato de 
esfingosina (S1P) activando receptores acoplados a protelna G (Figura 1-3). 
Para evaluar esta posibilidad, se buscaron proteinas identificadas por espectrometrla de 
masas relacionadas con Ia via de Ia 1-fosfato de esfingosina. lnteresantemente, se 





9-8). La protefna identificada mas importante es Ia esfingomielina fosfodiesterasa 3 
(SM PD3), identificada por dos tecnicas independientes, electroforesis en dos dimensiones 
(Tabla 7-4) y por medic del analisis cuantitativo (anexo 1). 










Via de sefializaci6n del 1-fosfato de esfingosina. Las proteinas identificadas 
experimental mente se encuentran senaladas en color naranja. La significancia de Ia 
asociaci6n entre estas proteinas y Ia via de proteinas G fue de p = 0,0163. 
La SMPD3 cataliza Ia hidr61isis de esfingomielina para formar ceramida y fosfatidilcolina. 
La ceramida media muchas funciones celulares, como apoptosis y arresto en el crecimiento 
celular de manera independiente, y es sustrato para Ia producci6n de esfingosina. Esta 
protefna citoplasmatica se encontr6 activada por IGF-2 en Ia linea celular silenciada para el 
receptor IGF-lR, par lo que este receptor no participa en su activaci6n y este mecanisme 
probablemente se de par el receptor IGF-2/M6P. 
Estes resultados relacionan directamente al IGF-2 y al receptor IGF-2/M6P en Ia regulaci6n 
del metabolismo de esfingolfpidos y en Ia posterior activaci6n de Ia via de senalizaci6n de 
protefnas G, que resulta en Ia mediaci6n de efectos bil6gicos importantes en Ia migraci6n e 
invasion de celulas de trofoblasto. 
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Sobresalientemente el numero de proteinas activadas por IGF-2 en ausencia del receptor 
disminuy6 notablemente (casi a Ia mitad) y el tipo de funciones bil6gicas cambia 
drasticamente. Uno de los resultados mas notables es que en el modele celular silenciado se 
encuentran 17 proteinas relacionadas con los procesos de proliferaci6n; un numero similar 
de proteinas se encontr6 en el modelo normal (14), lo que correlaciono con los resultados 
en los ensayos de proliferaci6n en donde el silenciamiento del receptor IGF-2/M6P no tuvo 
un papel significative. 
De Ia misma forma al comparar fen6menos como Ia migrac1on e invas1on en las redes de 
senalizaci6n de celulas normales y silenciadas se observa un gran cambia en el numero de 
proteinas activadas que median estos efectos. En Ia linea celular normal se identificaron 13 
proteinas relacionas con estos procesos, mientras que en el modelo silenciado no se 
identificaron proteinas responsables de este fen6meno biol6gico. Estos resultados 
correlacionan con los ensayos de migraci6n, migraci6n, invasion y expresi6n de Mmp9. 
Tomando estos resultados, se muestra que Ia estrategia empleada en este trabajo permiti6 
Ia identificaci6n de un grupo de 13 proteinas relacionadas con los procesos de migraci6n e 
invasion en Ia linea de trofoblasto HTR8, lo que representa un grupo de posibles blancos de 
acci6n para el control de patologias que involucren Ia desregulaci6n de Ia invasion del 















Figura 10-2: Mecanismo propuesto para en el crosstalk entre el receptor IGF-2/M6P y los 




MMP-9 fl Tratico vesicular 
l 
Proliferacion 
Estos resultados muestran Ia compleja relaci6n existente entre Ia sefializaci6n de lfpidos, los 
receptores acoplados a proteinas G, los receptores tirosina quinasa y Ia ubicaci6n de los 
componentes de senalizaci6n en microdominios de membrana en Ia regulaci6n de las 
funciones biol6gicas y muestran por primera vez una vfa de sefializaci6n que relaciona los 
receptores tirosina quinasa con el receptor IGF- 2/M6P a traves de Ia sefializaci6n de 
receptores acoplados a proteina G 
En perspectiva, el analisis de las redes de sefializaci6n, presenta evidencia contundente de 
los fen6menos biol6gicos que son mediados por el IGF-2R/M6P y ademas amplia el 
conocimiento de estos mecanismos moleculares subyacentes al relacionar las proteinas 
asociadas a estos procesos y ubicarlas en redes de interacci6n protefna-protefna en donde se 
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Protefnas Activadas por IGF-11 en Ia Unea HTR8 
ID Simbolo Nombre Ubicaci6n Tipo 
ACAD10 acyi-CoA dehydrogenase family, desconocido Enzima 
Q6JQN1 member 10 
P78348 ACCN2 amiloride-sensitive cation channel 2 , Membrana Canal l6nico 
neuronal Plasmatica 
ACOT12 acyi-CoA thioesterase 12 Citoplasma Enzima 
Q5FWE9 
ACSS1 acyi-CoA synthetase short-chain Citoplasma Enzima 
Q9NUB1 family member 1 
B7Z6V5 ADAMDECl ADAM-like, decysin 1 Espacio Peptidasa 
Extracelular 
ADARB1 adenosine deaminase, RNA-specific , Nucleo Enzima 
Q86XN4 81 
ADPRHL2 ADP-ribosylhydrolase like 2 Citoplasma Enzima 
Q9NX46 
Q12802 AKAP13 AQuinasa (PRKA) anchor protein 13 Citoplasma Otro 
ANKRD49 ankyrin repeat domain 49 Nucleo Regulador 
Q8WVL7 T ranscripcional 
P08758 ANXA5 annexin A5 Membrana Otro 
Plasmatica 
Q96P48 ARAP1 ArfGAP with RhoGAP domain , Citoplasma Otro 
ankyrin repeat and PH domain 1 
Q2L6F8 ATP6V1G2 ATPase, H+ transporting, lysosomal Citoplasma T ransportador 
13kDa , V1 subunit G2 
P46100 ATRX alpha thalassemia / mental retardation Nucleo Regulador 
syndrome X-linked T ranscripcional 
014874 BCKDK branched chain ketoacid Citoplasma Qui nasa 
dehydrogenaseQuinasa 
P53004 BLVRA biliverdin reductase A Citoplasma Enzima 
BPTF bromodomain PHD finger Nucleo Regulador 
Q9H5EO transcription factor T ranscripcional 
BRD1 bromodomain containing 1 Nucleo Otro 
Q9Y4Q3 
P25440 BRD2 bromodomain containing 2 Nucleo Qui nasa 
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BTNL3 butyrophilin-like 3 desconocido Otro 
Q6UXE8 
C170RF71 chromosome 17 open reading frame Citoplasma Enzima 
Q8ND04 71 
C10RF175 chromosome 1 open reading frame desconocido Otro 
Q68CQ1 175 
C60RF203 chromosome 6 open reading frame desconocido Otro 
Q9POP8 203 
C90RF66 chromosome 9 open reading frame 66 desconocido Otro 
Q5T8R8 
Q05682 CALDl caldesmon 1 Citoplasma Otro 
CC2D2A coiled-coil and C2 domain containing desconocido Otro 
Q9P2Kl 2A 
Q9POE1 CCDC55 coiled-coil domain containing 55 desconocido Otro 
CCDC61 coiled-coil domain containing 61 desconocido Otro 
Q9Y6R9 
CCNLl cyclin L1 Nucleo Otro 
Q9UK58 
P40200 CD96 CD96 molecule Membrana Otro 
Plasmatica 
Q53HL2 CD CAS cell division cycle associated 8 Nucleo Otro 
Q03188 CENPCl centromere protein C 1 Nucleo Otro 
Ql4D22 CHMP4A chromatin modifying protein 4A Citoplasma Otro 
Q81UN9 CLEClOA C-type lectin domain family 10, Membrana Otro 
member A Plasmatica 
CLEC16A C-type lectin domain family 16, desconocido Otro 
Q2KHT3 member A 
Q96F85 CNRIP1 cannabinoid receptor interacting desconocido Otro 
protein 1 
P12107 COL11A1 collagen, type XI, alpha 1 Espacio Otro 
Extracelular 
P20908 COL5A1 collagen, type V, alpha 1 Espacio Otro 
Extracelular 
CPLX3 complexin 3 desconocido T ransportador 
Q8WVHO 
CXCL12 chemokine (C-X-C motif) ligand 12 Espacio Citoquina 
Q8NF00 Extracelular 
Q96C86 DCPS decappingEnzima, scavenger Nucleo Enzima 
Q68D51 DENND2C DENN/MADD domain containing desconocido Otro 
2C 
DHRS9 dehydrogenase/reductase (SDR Citoplasma Enzima 
Q9Y2P9 family) member 9 
Q96C10 DHX58 DEXH (Asp-Giu-X-His) box Citoplasma Enzima 
polypeptide 58 
Q96F81 DISP1 dispatched homolog 1 (Drosophila) desconocido T ransportador 
Q92796 DLG3 discs, large homolog 3 (Drosophila) Membrana Qui nasa 
Plasmatica 




DPPA3 developmental pluripotency Nucleo Otro 
Q6WOC5 (includes associated 3 
EG:359787) 
DPY19L3 dpy-19-like 3 (C. elegans) desconocido Otro 
Q6ZPD9 
Ql4195 DPYSL3 dihydropyrimidinase-like 3 Citoplasma Enzima 
Q16828 DUSP6 dual specificity phosphatase 6 Citoplasma phosphatase 
Q86Y13 DZIP3 DAZ interacting protein 3, zinc finger Citoplasma Enzima 
Q13144 EIF285 eukaryotic translation initiation Citoplasma translation 
factor 28, subunit 5 epsilon, 82kDa regulator 
Q8N5Ll EMILIN2 elastin microfibril interfacer 2 Espacio Otro 
Extracelular 
043768 ENSA endosulfine alpha desconocido T ransportador 
P29323 EPHB2 EPH receptor 82 Membrana Qui nasa 
Plasmatica 
B2RC01 ERCC1 excision repair cross-complementing Nucleo Enzima 
rodent repair deficiency, 
complementation Grupo 1 (includes 
overlapping antisense sequence) 
Q6P995 FAM1718 family with sequence similarity 171, desconocido Otro 
member 8 
Q5JRC9 FAM47A family with sequence similarity 47, desconocido Otro 
member A 
Q9Y285 FARSA phenylalanyl-tRNA synthetase, alpha Citoplasma Enzima 
subunit 
F8X02 F-box protein 2 Citoplasma Enzima 
Q9UK22 
F8XW10 F-box and WD repeat domain desconocido Otro 
Q5XX13 (includes containing 10 
EG:l0517) 
Q92915 FGF14 fibroblastFactor de crecimiento 14 Espacio Factor de 
Extracelular crecimiento 
FILIP1 filamin A interacting protein 1 Citoplasma Otro 
Q7Z7BO 
Q9H334 FOXP1 forkhead box P1 Nucleo Regulador 
Transcripcional 
P48169 GA8RA4 gamma-aminobutyric acid (GA8A) A Membrana Canal 16nico 
receptor, alpha 4 Plasmatica 
Q17RS7 GEN1 Gen homolog 1. endonuclease desconocido Enzima 
(Drosophila) 
GJC3 gap junction protein, gamma 3, Espacio T ransportador 
QBNFKl 30.2kDa Extracelular 
092896 GLGl golgi glycoprotein 1 Citoplasma Otro 
Q99527 GPER G protein-coupled estrogen receptor Membrana Receptor 




075388 GPR32 G protein-coupled receptor 32 Membrana Receptor 
Plasmatica Acoplado a 
Protelna G 
HKDC1 hexoQuinasa domain containing 1 desconocido Qui nasa 
Q2TB90 
HMGB1 high-mobility Grupo box 1 Nucleo Otro 
Q5T7C6 (includes 
EG:3146) 
HMGNl high-mobility Grupo nucleosome Nucleo Regulador 
Q6NSG7 binding domain 1 Transcripcional 
QOOB39 HNRNPU heterogeneous nuclear Nucleo Transportador 
ribonucleoprotein U (scaffold 
attachment factor A) 
043464 HTRA2 HtrA serinePeptidasa 2 Citoplasma Peptidasa 
IBTK (includes inhibitor of Bruton Citoplasma Otro 
Q9P2DO EG:25998) agammaglobulinemia tyrosineQuinasa 
P48200 IREB2 iron-responsive element binding Citoplasma translation 
protein 2 regulator 
Q15306 IRF4 interferon regulatory factor 4 Nucleo Regulador 
T ranscripcional 
ITPKB inositol 1,4,5-trisphosphate Citoplasma Qui nasa 
Q2TU82 3-Quinasa B 
JPH2 junctophilin 2 Citoplasma Enzima 
Q86VZ3 
KCNIP3 Kv channel interacting protein 3, Nucleo Regulador 
Q9Y2W7 calsenilin T ranscripcional 
Q12756 KIF1A kinesin family member lA Citoplasma Otro 
KIF26B kinesin family member 26B desconocido Otro 
Q2KJY2 
Q659C4 LARP1B La ribonucleoprotein domain family, desconocido Otro 
(includes member 1B 
EG:55132) 
LDOCll leucine zipper, down-regulated in desconocido Otro 
Q9BQJ3 cancer 1-like 
LMBRD2 LMBRl domain containing 2 desconocido Otro 
Q68DH5 
LOC100129240 hypothetical protein LOC100129240 desconocido Otro 
Q6ZRP5 
LOC100130357 hypothetical LOC100130357 desconocido Otro 
Q6MZH3 
Q96SP2 MAGTl magnesium T ransportador 1 Membrana Enzima 
Plasmatica 
Ql4566 MCM6 minichromosome maintenance Nucleo Enzima 
complex component 6 




003111 MLLTl myeloid/lymphoid or mixed-lineage Nucleo Regulador 
leukemia (trithorax homolog, Transcripcional 
Drosophila); translocated to, 1 
P50281 MMP14 matrix metallopeptidase 14 Espacio Peptidasa 
(membrane-inserted) Extracelular 
MUM1Ll melanoma associated antigen desconocido Otro 
05H9MO (mutated) 1-like 1 
P35579 MYH9 myosin, heavy chain 9, non-muscle Citoplasma Enzima 
MYOF myoferlin Nucleo Otro 
09NZM1 
N4BP2 NEDD4 binding protein 2 Citoplasma Qui nasa 
086UW6 
NEKll NIMA (never in mitosis gene a)- Nucleo Qui nasa 
Q8NG66 relatedQuinasa 11 
NELLl NEL-Iike 1 (chicken) Espacio Factor de 
B3KXR2 Extracelular crecimiento 
NIPBL Nipped-B homolog (Drosophila) Nucleo Otro 
Q6KC79 
05SY16 NOL9 nucleolar protein 9 Nucleo Otro 
NPFFR1 neuropeptide FF receptor 1 Membrana Receptor 
09GZ06 Plasmatica Acoplado a 
Proteina G 
075161 NPHP4 nephronophthisis 4 desconocido Otro 
Q92617 NPIPL3 nuclear pore complex interacting desconocido Otro 
protein-like 3 
P06748 NPM1 (includes nucleophosmin (nucleolar Nucleo Regulador 
EG:4869) phosphoprotein B23, numatrin) T ranscripcional 
Q9Y266 NUDC nuclear distribution gene C homolog Citoplasma Otro 
(A. nidulans) 
092621 NUP205 nucleoporin 205kDa Nucleo Otro 
Q92882 OSTF1 osteoclast stimulating factor 1 Nucleo Regulador 
T ranscripcional 
P51003 PAPOLA poly(A) polymerase alpha Nucleo Enzima 
PARD3 par-3 partitioning defective 3 Membrana Otro 
08TEWO homolog (C. elegans) Plasmatica 
PARD3 par-3 partitioning defective 3 Membrana Otro 
QBTEWO homolog (C. elegans) Plasmatica 
PBRM1 polybromo 1 Nucleo Otro 
Q9NUX9 
PCDH9 protocadherin 9 Membrana Otro 
09HC56 Plasmatica 
Q92824 PCSK5 proprotein convertase subtilisin/kexin Espacio Peptidasa 
type 5 Extracelular 
060925 PFDN1 prefoldin subunit 1 Citoplasma Regulador 
T ranscripcional 
060733 PLA2G6 phospholipase A2, Grupo VI Citoplasma Enzima 
( cytosolic, calcium-independent) 
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001970 PLCB3 phospholipase C, beta 3 Citoplasma Enzima 
( phosph ati dy linosito 1-s peci fi c) 
PNLIPRP3 pancreatic lipase-related protein 3 desconocido Otro 
017RR3 
POGZ pogo transposable element with ZNF Nucleo Enzima 
Q7Z3K3 domain 
Pl7252 PRKCA proteinQuinasa C, alpha Citoplasma Qui nasa 
PRMT7 protein arginine methyltransferase 7 Citoplasma Enzima 
09NVM4 
Q13523 PRPF4B PRP4 pre-mRNA processing factor 4 Nucleo Qui nasa 
homolog B (yeast) 
PRPF8 PRP8 pre-mRNA processing factor 8 Nucleo Otro 
06P209 homolog (S. cerevisiae) 
Q7Z5F4 PRSS3 protease, serine, 3 Espacio Peptidasa 
(includes Extracelular 
EG:5646) 
P23219 PTGSl prostaglandin-endoperoxide synthase Citoplasma Enzima 
1 (prostaglandin G/H synthase and 
cyclooxygen a se) 
Q13702 RAPSN receptor-associated protein of the Membrana Otro 
synapse Plasmatica 
P07949 RET ret proto-oncogene Membrana Qui nasa 
Plasmatica 
RGLl ral guanine nucleotide dissociation Citoplasma Otro 
Q9NZL6 stimulator-like 1 
Q15493 RGN regucalcin (senescence marker Nucleo Otro 
protein-30) 
081XI2 RHOTl ras homolog gene family, member Tl Citoplasma Enzima 
005823 RNASEL ribonuclease L Citoplasma Enzima 
(2' ,5'-oligoisoadenylate 
synthetase-dependent) 
RNASEL ribonuclease L Citoplasma Enzima 
05WOL2 (2' ,5'-oligoisoadenylate 
synthetase-dependent) 
ROCK1P1 Rho-associated, coiled-coil containing desconocido Otro 
049AA3 proteinQuinasa 1 pseudogene 1 
P46776 RPL27A ribosomal protein L27a Nucleo Otro 
053G74 RPL4 ribosomal protein L4 Citoplasma Enzima 
Q9Y6S9 RPS6KL1 ribosomal protein S6Quinasa-like 1 desconocido Qui nasa 
092736 RYR2 ryanodine receptor 2 (cardiac) Membrana Canal l6nico 
Plasmatica 
Q81VG5 SAMD9L sterile alpha motif domain containing desconocido Otro 
9-like 




Q96NL6 SCLTl sodium channel and clathrin linker 1 Membrana T ransportador 
Plasmatica 
Ql4563 SEMA3A sema domain, immunoglobulin Espacio Otro 
domain (lg), short basic domain, Extracelular 
secreted, (semaphorin) 3A 
P29508 SERPINB3 serpinPeptidasa inhibitor, clade B Espacio Otro 
(ovalbumin), member 3 Extracelular 
SLAIN1 SLAIN motif family, member 1 desconocido Otro 
Q8ND83 
SMPD3 sphingomyelin phosphodiesterase 3, Citoplasma Enzima 
A8KOT6 neutral membrane (neutral 
sphingomyelinase II) 
SNRNP200 small nuclear ribonucleoprotein Nucleo Enzima 
Q9H8B9 200kDa (Us) 
060271 SPAG9 sperm associated antigen 9 Membrana Otro 
Plasmatica 
Q96T58 SPEN spen homolog, transcriptional Nucleo Regulador 
regulator (Drosophila) Transcripcional 
STARD9 StAR-related lipid transfer (START) desconocido Otro 
Q9P2P6 domain containing 9 
Q13033 STRN3 striatin, calmodulin binding protein 3 Nucleo Otro 
043752 STX6 syntaxin 6 Citoplasma T ransportador 
000186 STXBP3 syntaxin binding protein 3 Membrana Transportador 
Plasmatica 
SYN2 synapsin II Membrana Otro 
Q59GM1 Plasmatica 
TASPl taspase, threonine aspartase, 1 Nucleo Peptidasa 
Q9H6P5 
Q81VF5 TIAM2 T-cell lymphoma invasion and Citoplasma Enzima 
(includes metastasis 2 
EG:26230) 
Q8N614 TMEM156 transmembrane protein 156 desconocido Otro 
P11387 TOPl topoisomerase (DNA) I Nucleo Enzima 
P11388 TOP2A topoisomerase (DNA) II alpha Nucleo Enzima 
170kDa 
TP63 tumor protein p63 Nucleo Regulador 
Q9H3D4 Transcripcional 
TRERF1 transcriptional regulating factor 1 Nucleo Regulador 
Q96PN7 T ranscripcional 
A6NI03 TRIM64B tripartite motif-containing 64B desconocido Otro 
Ql5643 TRIP11 thyroid hormone receptor interactor Citoplasma Regulador 
11 Transcripcional 
TTC26 tetratricopeptide repeat domain 26 desconocido Otro 
AOAVFI 
P53804 TTC3 tetratricopeptide repeat domain 3 Citoplasma Otro 
TTLL13 tubulin tyrosine ligase-like family, desconocido Enzima 




TTN titin Citoplasma Peptidasa 
Q8WZ42 
Q06418 TYR03 TYR03 protein tyrosineQuinasa Membrana Qui nasa 
Plasmatica 
P51965 UBE2El ubiquitin-conjugatingEnzima E2E 1 Citoplasma Enzima 
(U BC4/5 homolog, yeast) 
P19224 UGT1A6 UDP glucuronosyltransferase 1 Citoplasma Enzima 
family, polypeptide A6 
UVRAG UV radiation resistance associated Nucleo Otro 
Q9P2Y5 gene 
VPS13D vacuolar protein sorting 13 homolog desconocido Otro 
Q5THJ4 D (S. cerevisiae) 
VPS33A vacuolar protein sorting 33 homolog Citoplasma T ransportador 
Q96AX1 A (S. cerevisiae) 
Q86Y07 VRK2 vaccinia relatedQuinasa 2 Nucleo Qui nasa 
Q81ZQ1 WDFY3 WD repeat and FYVE domain Citoplasma Enzima 
containing 3 
Q9P2LO WDR35 WD repeat domain 35 desconocido Otro 
(includes 
EG:57539) 
Q9Y4E6 WDR7 WD repeat domain 7 desconocido Otro 
096028 WHSCl Wolf-Hirschhorn syndrome candidate Nucleo Otro 
1 
YSK4 YSK4 Spsl/Ste20-relatedQuinasa desconocido Qui nasa 
Q56UN5 homolog (S. cerevisiae) 
ZBTB38 zinc finger and BTB domain Nucleo Regulador 
Q9H6FO containing 38 Transcripcional 
ZBTB44 zinc finger and BTB domain desconocido Otro 
Q8NCP5 containing 44 
ZHXl zinc fingers and homeoboxes 1 Nucleo Regulador 
Q9UKY1 T ranscripcional 
Q96PE6 ZIM3 zinc finger, imprinted 3 Nucleo Otro 
P59817 ZNF280A zinc finger protein 280A Nucleo Otro 
ZNF287 zinc finger protein 287 Nucleo Regulador 
Q9HBT7 T ranscripcional 
ZNF317 zinc finger protein 317 Nucleo Otro 
Q96PQ6 
Q66K41 ZNF385C zinc finger protein 385C desconocido Otro 
Pl7038 ZNF43 zinc finger protein 43 Nucleo Otro 
Ql5636 ZNF445 zinc finger protein 445 Nucleo Regulador 
T ranscripcional 
ZNF490 zinc finger protein 490 Nucleo Otro 
Q9ULM2 
ZNF532 zinc finger protein 532 desconocido Otro 
Q9HCE3 
Ql4966 ZNF638 zinc finger protein 638 Nucleo Otro 
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ZNF645 zinc finger protein 645 desconocido Otro 
Q8N7E2 
B2R9V3 ZNF771 zinc finger protein 771 desconocido Otro 
ZSCANl zinc finger and SCAN domain Nucleo Otro 




Red de interacci6n Proteina-Proteina general 
Red de interacci6n generada usando el programa IPA. Las proteinas en gris dentro de Ia 
red representan proteinas identificadas experimentalmente. Las lineas continuas 
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Dispersion de Proteinas analizadas en los geles de dos dimensiones 
X-axis = Fosfo N1 BN 
Y-axis = Fosfo IR1 BN 
Corr coeff = 0.838905 
Slope = 0.813041, Intercept = 0.811111 
Spot count = 157 
Norm units = Norm 
3.5 
3.5 4.0 
- 2.CHold up 
- 2.0-fold down 




Proteinas Activadas por IGF-11 en Ia Linea HTR8 IGF-2R/M6PR ShRNA 
ID Simbolo Nombre Ubicaci6n Tipo 
Q81UA7 ABCA9 
ATP-binding cassette, sub-family A 
Desconocido T ra nsportador 




0-acyltra nsferase 9 
P15121 AKRlBl 
aldo-keto reductase family 1, 
Citoplasma Enzima 
member Bl (aldose reductase) 
075179 ANKRD17 ankyrin repeat domain 17 Desconocido Otro 




ADP-ribosylation factor guanine 
Q9Y6D5 ARFGEF2 nucleotide-exchange factor 2 Citoplasma Otro 
(brefeldin A-inhibited) 
Q96DR7 ARHGEF26 
Rho guanine nucleotide exchange Membrana 
Otro 
factor (GEF) 26 Plasmatica 
Q96QE3 ATAD5 
ATPase family , AAA domain 
Desconocido Otro 
containing 5 
ATP synthase, H+ transporting, 
Q8TASO ATP5Cl mitochondrial Fl complex , gamma Citoplasma T ra nsportador 
polypeptide 1 
B2RAZ5 B4GALT4 
UDP-Gal :betaGicNAc beta 1,4-
Citoplasma Enzima 
galactosyltransferase, polypeptide 4 
P55201 BRPFl 
bromodomain and PHD finger 
Nucleo T ra nsportador 
containing, 1 
Q8N655 ClOORF12 




















calcium channel, voltage-dependent, Membrana 
Canal l6nico L type, alpha lD subunit Plasmatica 
Q9BXY5 CAPS2 calcyphosine 2 Desconocido Otro 
095931 CBX7 chromobox homolog 7 Nucleo Otro 
Q9BR77 CCDC77 coiled-coil domain containing 77 Desconocido Otro 
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Q96EA4 CCDC99 coiled-coil domain containing 99 Desconocido Otro 
P51946 CCNH cyclin H Nucleo 
Regulaci6n de Ia 
T ranscripci6n 
P22223 CDH3 
cadherin 3, type 1, P-cadherin Membrana 
Otro 
(placental) Plasmatica 
015078 CEP290 centrosomal protein 290kDa Citoplasma 
Regulaci6n de Ia 
Transcripci6n 
Q5VT06 CEP350 centrosomal protein 350kDa Citoplasma Otro 
Q99715 COL12A1 collagen, type XII, alpha 1 Espacio Extracelular Otro 
Ql4185 DOCK1 dedicator of cytokinesis 1 Citoplasma Otro 
Q9UL01 DSE dermatan sulfate epimerase Citoplasma Enzima 
AOAVK6 E2F8 E2F transcription factor 8 Nucleo Otro 
Q9BZQ6 EDEM3 
ER degradation enhancer, 
Citoplasma Enzima 
mannosidase alpha-like 3 
ectonucleotide 
Membrana 





epidermal growth factor receptor Membrana 
Otro 
pathway substrate 15-like 1 Plasmatica 
Q6ZRV2 FAM83H 




FERM and PDZ domain containing 
Desconocido Otro 
2 
Q9UQC2 GAB2 GRB2-associated binding protein 2 Citoplasma Otro 
Q9HCG7 GBA2 glucosidase, beta (bile acid) 2 Citoplasma Enzima 
P35052 GPCl glypican 1 
Membrana Receptor 
Plasmatica transmembranal 
A8K1C4 GPR63 G protein-coupled receptor 63 
Membrana Receptor acoplado 
Plasmatica a protefna G 
P49773 HINTl 
histidine triad nucleotide binding 
N ucleo Enzima 
protein 1 
Q6FGW4 ILlO interleukin 10 Espacio extracelular cytokine 
Q5TH69 KIAA1244 KIAA1244 Desconocido Otro 
Q69YN4 KIAA1429 KIAA1429 N ucleo Otro 
QBNINl LOC100291105 hypothetical LOC100291105 Desconocido Otro 
macrophage migration inhibitory 
P14174 MIF factor (glycosylation-inhibiting Espacio extracelular cytokine 
factor} 
myeloid/ lymphoid or mixed-lineage 
Regulaci6n de Ia 








NIMA (never in mitosis gene 
Nucleo Qui nasa 
a)-related Quinasa 1 
Q86VF7 NRAP nebulin-related anchoring protein Citoplasma Otro 
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Q7Z2Y5 NRK Nik related Quinasa Desconocido Quinasa inase 
Q02818 NUCBl nucleobindin 1 Citoplasma Otro 
Q9NZP5 OR5AC2 
olfactory receptor, family 5, Membrana Receptor acoplado 
subfamily AC, member 2 Plasmatica a proteina G 
Q9H361 PABPC3 poly(A) binding protein,Citoplasmaic Citoplasma Otro 
3 
Ql5366 PCBP2 poly( rC) binding protein 2 Nucleo Otro 
Q8NG27 PJA1 praja ring finger 1 Citoplasma Enzima 
Q9UL42 PNMA2 paraneoplastic antigen MA2 Nucleo T ransportador 
protein tyrosine phosphatase, 
075334 PPFIA2 receptor type, f polypeptide Membrana Fosfatasa 
(PTPRF), interacting protein Plasmatica 
(liprin ), alpha 2 
Q9ULJ8 PPP1R9A protein phosphatase 1, regulatory Citoplasma Otro 
(inhibitor) subunit 9A 
Ql4997 PSME4 
proteasome (prosome, macro pain) 
Desconocido Otro 
activator subunit 4 
P62899 RPL31 ribosomal protein L31 Citoplasma Otro 
075635 SERPINB7 
serpin peptidase inhibitor, clade B 
Citoplasma Otro 
(ovalbumin), member 7 
015427 SF3B4 splicing factor 3b, subunit 4, 49kDa Nucleo Otro 
000141 SGKl serum /glucocorticoid regulated Citoplasma Qui nasa 
Quinasa 1 
solute carrier family 12 




solute carrier family 20 




signal transducer and activator of 
Regulaci6n de Ia P40763 STAT3 transcription 3 (acute-phase Nucleo 
response factor) 
Transcripci6n 
Q9BT92 TCHP trichoplein, keratin filament binding Citoplasma Otro 
Q8WY91 THAP4 THAP domain containing 4 Desconocido Otro 
Q9BXR5 TLR10 toll-like receptor 10 Membrana transmembrane 
Plasmatica receptor 
Q9COB7 TMC07 
transmembrane and coiled-coil 
Desconocido Otro 
domains 7 
A6NH33 TMEM167B transmembrane protein 167B Desconocido Otro 
Q9Y4R7 TTLL3 
tu bulin tyrosine ligase-like family, 
Desconocido Enzima 
member 3 
P19971 TYMP thymidine phosphorylase Espacio extracelular Factor de 
Crecimiento 







von Willebrand factor A domain 
containing 3A 






Red 1 C€1ulas Silenciadas en el receptor IGF-2/M6P 
Red de interacci6n generada usando el programa IPA. Las proteinas en gris dentro de Ia 
red representan proteinas identificadas experimentalmente. Las lineas continuas 




Red de interacci6n Proteina-Proteina 2: Morfologia de tejidos, morfologia de 6rganos, 









Red de interacci6n generada usando el programa IPA. Las proteinas en gris dentro de Ia 
red representan proteinas identificadas experimentalmente. Las lineas continuas 























Red de interacci6n generada usando el programa IPA. Las proteinas en gris dentro de Ia 
red representan proteinas identificadas experimentalmente. Las lineas continuas 
representan interacci6n directa , las lineas punteadas interacci6n indirecta . 
